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Abstrakt 
Byl navržen, zkonstruován a ověřen koherencí řízený transmisní holografický mikroskop (CCHM) 
s mimoosovým achromatickým a prostorově invariantním interferometrem s difrakčním děličem 
svazku. Tento interferometr umožňuje zobrazení světlem plošného, časově i prostorově 
nekoherentního zdroje. Mimoosové holografické zobrazení předmětu je zaznamenáno a numericky je 
fourierovskými metodami rekonstruována komplexní amplituda předmětové vlny, tedy její intenzita 
a fáze. Fázové zobrazení představuje rozdíl optických drah mezi předmětovou a referenční větví 
způsobený vloženým předmětem. Jde tedy o kvantitativní fázový kontrast. Intenzitní zobrazení je při 
osvětlení prostorově nekoherentním zdrojem ekvivalentní zobrazení rastrovacím konfokálním 
mikroskopem. Lze tedy zobrazovat předměty překryté rozptylující vrstvou nebo vnořené 
v rozptylujícím prostředí. Při současném použití prostorově a časově nekoherentního osvětlení jsou 
optické řezy tenčí než v případě konfokálního mikroskopu. K rekonstrukci zobrazení stačí jediný 
snímek hologramu, což zaručuje vysokou odolnost systému vůči rychlým změnám podmínek 
pozorování, zejména turbulencím okolního prostředí. Frekvence snímkování není omezena žádnou 
částí optické soustavy. Je omezena pouze rychlostí záznamového zařízení. Je tedy možné pozorování 
velmi rychlých dějů. V rámci koherenčního objemu lze mikroskop ex post numericky přeostřovat. 
Stupeň koherence osvětlení lze přizpůsobit charakteru vzorku a požadovaným vlastnostem zobrazení. 
Vyšší stupeň koherence osvětlení poskytuje možnost numerického přeostřování v osově rozsáhlejší 
oblasti. Omezení koherence tuto oblast zužuje a současně ztenčuje optický řez, potlačuje koherenční 
šum a umožňuje zobrazení pouze balistickým světlem. Kromě separace balistického světla umožňuje 
CCHM separovat také světlo difúzní. Paralelní holografický záznam obrazu v mnoha barvách 
v jediném okamžiku umožňuje v některých případech překonat destruktivní interferenci světla ve 
vzorku na některé vlnové délce a zachovat tím fázovou informaci z tohoto pozorovaného místa. Příčná 
rozlišovací schopnost odpovídá nekoherentnímu zobrazovacímu procesu a je dvojnásobná oproti 
rozlišovací schopnosti při koherentním osvětlení. 
Je popsáno optické uspořádání mikroskopu a jsou uvedeny podmínky, jejichž splněním se dosáhne 
achromatičnosti interferometru. Na základě zvolené metody rekonstrukce komplexní amplitudy 
zobrazení a na základě analýzy spektra prostorových frekvencí hologramu ve výstupní rovině 
interferometru je odvozena jedna z podmínek pro stanovení hustoty vrypů difrakčního děliče svazku. 
Je určena účinná spektrální propustnost mikroskopu, je pojednáno o vlivu vyšších difrakčních řádů na 
výsledné holografické zobrazení a o vlivu velikosti plošného zdroje na kontrast interferenčních 
proužků hologramu. Dále jsou odvozeny podmínky pro zvětšení a numerickou aperturu výstupního 
objektivu, je určena velikost zorného pole a ta je porovnána s běžným světelným mikroskopem. 
Součástí práce je výrobní výkresová dokumentace mikroskopu. Podrobně je popsán způsob nastavení 
všech optických prvků mikroskopu, a to jak v průběhu montáže, tak při běžném provozu při výměně 
objektivů. Na zobrazení modelových vzorků jsou demonstrovány a diskutovány vlastnosti 
holografického zobrazení. 
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Abstract 
Transmitted-light coherence-controlled holographic microscope (CCHM) based on an off-axis 
achromatic and space-invariant interferometer with a diffractive beamsplitter has been designed, 
constructed and tested. It is capable to image objects illuminated by light sources of arbitrary degree 
of temporal and spatial coherence. Off-axis image-plane hologram is recorded and the image complex 
amplitude (intensity and phase) is reconstructed  numerically using fast Fourier transform algorithms. 
Phase image represents the optical path difference between the object and the reference arms caused 
by presence of an object. Therefore, it is a quantitative phase contrast image. Intensity image is 
confocal-like. Optical sectioning effect induced by an extended, spatial incoherent light source is 
equivalent to a conventional confocal image. CCHM is therefore capable to image objects under 
a diffusive layer or immersed in a turbid media. Spatial and temporal incoherence of illumination 
makes the optical sectioning effect stronger compared to a confocal imaging process. Object wave 
reconstruction from the only one recorded interference pattern ensures high resistance to vibrations 
and medium or ambience fluctuations. The frame rate is not limited by any component of the optical 
setup. Only the detector and computer speeds limit the frame rate. CCHM therefore allows observation 
of rapidly varying phenomena. CCHM makes the ex-post numerical refocusing possible within the 
coherence volume. Coherence degree of the light source in CCHM can be adapted to the object and to 
the required image properties. More coherent illumination provides wider range of numerical 
refocusing. On the other hand, a lower degree of coherence makes the optical sectioning stronger, i.e. 
the optical sections are thiner, it reduces coherence-noise and it makes it possible to separate the 
ballistic light. In addition to the ballistic light separation, CCHM enables us to separate the diffused 
light. Multi-colour-light (white-light) hologram record allows (in some cases) to overcome 
a destructive interference for some wavelength by constructive interference for another wavelength 
and to keep the phase information from the region of interest. Lateral resolution limit corresponds to 
incoherent imaging process and it is half of the value for coherent illumination. 
Optical setup of the microscope is described. Conditions necessary for achromaticity of the 
interferometer are stated. One of the conditions for the diffractive beamsplitter spatial frequency is 
derived. The derivation is based on the numerical method of the object wave reconstruction and on the 
analysis of spatial frequencies present in the hologram in the output plane of the interferometer. 
An effective spectral transmittance function of the microscope is derived, higher orders of diffraction 
and their contributions to imaging process are discussed, impact of an extended light source on the 
interference fringes contrast is analysed. Conditions for magnification and numerical aperture of the 
output lens are derived, field of view size is specified and compared to a conventional bright field 
microscope. Technical drawings for all the parts of the microscope are included. Adjustment of optical 
components is described in detail for both the construction and operation.  
Holographic imaging properties are demonstrated and discussed on the basis of experimental data 
obtained from model samples. 
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1 Úvod 
1.1 Historický úvod 
Zobrazení vzorku ve všech typech světelného mikroskopu vzniká interferencí primárního 
(nerozptýleného) světla a světla difraktovaného. Běžný světelný mikroskop však nedokáže 
kvantitativně zobrazit změnu fáze světla způsobenou pozorovaným předmětem. Kvantitativní 
zobrazení fáze umožnila až interferenční mikroskopie s oddělenou předmětovou a referenční větví. 
Od roku 1893, kdy Sirks popsal první interferenční mikroskop s oddělenou předmětovou 
a referenční větví (viz např. [1], odst. 7.5.6, str. 346), byly navrženy a popsány desítky různých variant 
ať už s příčně nebo podélně oddělenými větvemi. Přehled interferenčních mikroskopů různých 
konstrukcí je uveden např. v publikaci Contributions to Interference Microscopy (překlad z němčiny, 
1964) [2]. Stručný přehled historie transmisní interferenční mikroskopie aplikované v biologii je 
uveden v článku Transmitted-light interference microscopy: a technique born before its time. (1998)  
[3]. V 50. letech 20. století se začaly objevovat první komerčně vyráběné interferenční mikroskopy 
se zcela oddělenými větvemi (Krug a Lau, Horn). Tyto mikroskopy umožňují měřit rozdíl optických 
drah (OPD) předmětové a referenční větve způsobený pozorovaným vzorkem. Ve své době však bylo 
praktické měření OPD náročnou a zdlouhavou úlohou. Také vysoké pořizovací náklady a složitost 
zařízení napomohly k tomu, že pro běžné pozorování živých buněk byly využívány jiné techniky. 
Ty sice neumožňovaly kvantitativní vyhodnocení fáze, ale dokázaly fázovou změnu způsobenou 
vloženým předmětem různými způsoby zviditelnit. 
Nejznámějším případem, který si zasluhuje pozornost, je Zernikeův fázový kontrast (1930). Jedná 
se o jednoduchou a účelnou metodu, kterou lze použít prakticky na každém transmisním mikroskopu, 
a která umožňuje kontrastní zviditelnění fázových objektů tím, že fázovou destičkou vloženou v zadní 
ohniskové rovině objektivu fázově posune světlo rozptýlené vzorkem o π/2 vůči světlu 
nerozptýlenému. Také vzorek sám o sobě způsobí mezi rozptýleným a nerozptýleným světlem určitý 
fázový posuv, který je posuvem o π/2 zesílen a v obrazové rovině, kde rozptýlené i nerozptýlené světlo 
interferuje, se projeví kontrastní změnou intenzity. Nevýhodou je, že z takto získaného zobrazení nelze 
kvantitativně vyhodnotit fázový posuv světla prošlého vzorkem. Navíc se v místech velkého gradientu 
indexu lomu (např. okraje buňky) objevuje halo a znemožňuje tak přesné určení hranice mezi 
pozorovaným předmětem a okolním prostředím. 
Další významnou metodou používanou od 60. let 20. stol. je Nomarského diferenciální 
interferenční kontrast (DIC). Ten využívá rozdílu optických drah, který vzniká při průchodu dvou 
příčně posunutých svazků pozorovaným vzorkem. Ani touto technikou však nelze měřit fázový posuv 
světla způsobený vzorkem.  
Objev holografie (1947), laseru (1960) a zejména rozvoj výpočetní techniky a digitálních 
záznamových zařízení koncem 20. století oživil zájem o interferenční mikroskopii a otevřel cestu 
k novým možnostem jejího uplatnění. Mezi hlavní charakteristiky interferenční mikroskopie patří 
schopnost vytvářet optické řezy pozorovaným vzorkem, kvantitativní fázový kontrast, nebo ex post 
numerické přeostřování.  
Zejména transmisní interferenční mikroskopie je od 90. let 20. století znovu aplikována pro 
pozorování živých buněk. Její výhodou je kvantitativní fázový kontrast (OPD), který vzniká bez 
barvení buňky a tudíž bez toxických efektů pro živou buňku a dává možnost kvantitativně a v reálném 
čase pozorovat změny v živé buňce. Pro tyto aplikace je významný rok 1952, kdy Davies a Wilkins 
zjistili, že OPD způsobený buňkou je přímo úměrný množství suché buněčné hmoty a je tedy možné 
buňku opticky vážit, nebo v časové sekvenci vyhodnocovat změny hustoty vnitrobuněčné hmoty 
[3,4,5]. 
Současné mikroskopy využívající interference světla s oddělenou předmětovou a referenční větví 
lze rozdělit do dvou základních skupin, a to podle úhlu, který svírá předmětový a referenční paprsek 
ve výstupní rovině interferometru. Ten je buď nulový nebo téměř nulový, pak se předmětový 
a referenční svazek scházejí v ose (in-line) a hovoříme o interferometrických mikroskopech, nebo je 
nenulový, tzv. mimoosová interference (off-axis), a pak hovoříme o holografických mikroskopech.  
1.2 Interferometrické mikroskopy 
Svazky interferují pod nulovým nebo téměř nulovým úhlem (in-line), což umožňuje použít 
nekoherentního osvětlení (žárovka, výbojka), které odstraňuje koherenční zrnitost a umožňuje docílit
1.3 HOLOGRAFICKÉ MIKROSKOPY 
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efektu hloubkové diskriminace zobrazení, tj. vytvoření optických řezů vzorkem [6].  Záznam se zdroji 
výrazněji omezené časové a prostorové koherence je popsán např. v [7,8,9]. 
K získání úplné informace o předmětové vlně (amplitudy a fáze), je však nutno zaznamenat 
alespoň tři snímky s různým fázovým posuvem. Proto tyto interferometry obsahují fázový 
kompenzátor (v různých podobách) a jsou označovány jako interferometry s řízenou změnou fáze 
(phase-shifting, phase-stepping) [10]. V praxi se pro rekonstrukci předmětové vlny využívají tří až 
sedmi-snímkové algoritmy. Časový interval nutný k zaznamenání série (3 až 7) snímků vylučuje 
možnost zobrazovat rychlé děje. Během záznamu se také mění podmínky pozorování, např. vlivem 
proudění v okolním prostředí a vlivem vibrací zařízení, což negativně ovlivňuje kvalitu a přesnost 
výsledného zobrazení zvýšením šumu. Hodnoty rekonstruované fáze jsou v intervalu (-π/2, π/2). 
Mezi prvními v malé sérii vyráběnými mikroskopy tohoto typu byl univerzální interferenční 
mikroskop navržený Krugem a Lauem (1951), viz např. [2] odst. 7.3, str. 184 (příp. odst. 7.11, str. 159 
a odst. 7.21, str. 177) jehož univerzálnost spočívá v možnosti operativní změny způsobu zobrazení 
– v procházejícím nebo v odraženém světle. Interferometr je umístěn mimo mikroskop – před 
objektivem. Dalším příkladem je Hornův transmisní interferenční mikroskop (1958), který je 
v podstatě složený ze dvou mikroskopů umístěných vedle sebe s rovnoběžnými osami, tedy se zcela 
oddělenými větvemi, kde mikroskopové soustavy jsou uvnitř interferometru. Novodobým příkladem je 
komerčně známý Mirauův objektiv. V tomto případě je interferometr součástí objektivu a je umístěn 
před frontální čočkou. Mezi interferometrické mikroskopy patří také optická koherenční tomografie 
a mikroskopie (OCT, OCM). 
 Tyto techniky bývají v širším smyslu označovány také jako holografické (DHM: digitální 
holografická mikroskopie, viz citované publikace), jelikož je pomocí nich možné získat úplnou 
informaci o předmětové vlně, a to právě rekonstrukcí z několika zaznamenaných interferogramů 
s různými fázovými posuvy. Interferogram sám o sobě však není hologramem, a proto je toto označení 
poněkud zavádějící. 
1.3 Holografické mikroskopy 
Svazky interferují pod nenulovým úhlem (mimoosová, nebo též off-axis holografie, kterou vyvinuli 
Leith a Upatnieks [11]). Úhel má takovou hodnotu, že vznikající interferogram je hologramem, 
tj. umožňuje z jediného snímku kompletně rekonstruovat předmětovou vlnu (její amplitudu a fázi) 
[12,13,14,15]. Holografické mikroskopy jsou proto vhodné pro pozorování dynamických procesů 
s vysokou snímkovou frekvencí, např. [16], zejména při použití rychlých fourierovských procedur pro 
rekonstrukci zobrazení z hologramu [17]. Jedná se tedy o mikroskopy s nosnou prostorovou frekvencí.  
Většina publikovaných zařízení však využívá stejných typů interferometrů, jako pro osovou 
(in-line) interferometrii a nenulového úhlu interference je dosaženo pouze odklonem jedné nebo obou 
větví tak, aby vzniklý interferogram byl mimoosovým hologramem. Takto upravený interferometr 
však není achromatický a v některých případech není ani prostorově invariantní. Aby v tomto případě 
nastala interference v celém obrazovém poli, je nutno použít koherentní osvětlení, případně osvětlení 
s omezenou prostorovou koherencí, např. laserový svazek zaostřený do blízkosti rotující matnice, 
které vede k určitému stupni koherenčního zašumění obrazu, kompromisům v oblasti volby zdroje 
světla a nemožnosti pozorovat vzorky vnořené v rozptylujícím prostředí. 
V literatuře se tyto mikroskopy často doplňují přívlastkem digitální a označují se zkratkou DHM.  
Příkladem je [9,12,18,19] nebo komerčně nabízené digitální holografické mikroskopy švýcarské firmy 
Lyncée-Tec [20], nebo HoloMonitor švédské firmy Phase Holographic Imaging AB [21]. 
Při zobrazení v odraženém světle je jejich typickou aplikační oblastí profilometrie povrchů [12] 
zejména dynamických systémů (MEMS, MOEMS) [22] s možností dosáhnout až subnanometrové 
přesnosti v osovém směru [23]. Existují i biologické aplikace, např. se zdrojem nízké časové a vysoké 
prostorové koherence bylo demonstrováno pozorování tkání na principu analogickém OCT [24].  
Podstatně častěji se v biologii uplatňuje DHM zobrazující v procházejícím světle [25], zejména při 
pozorování živých buněk [18,26,27]. 
1.4 Achromatické holografické mikroskopy 
Existují však interferometry pro mimoosovou holografii, které jsou achromatické [11,28], a které výše 
uvedenými nedostatky netrpí. Pro vytvoření mimoosového hologramu se v tomto případě nevyužívá
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klasického interferometru, ale mřížkového, tzv. achromatického interferometru [29,30,31], který má 
také vlastnost prostorové invariance [32]. Počet kontrastních interferenčních proužků hologramu pak 
není omezen nízkým stupněm časové ani prostorové koherence, takže obrazová mimoosová holografie 
je umožněna s libovolně prostorově i spektrálně rozlehlými zdroji světla (viz např. [6]). 
Není nám známo, že by jejich využití v holografické mikroskopii bylo popsáno jinými autory než 
Chmelík a kolektiv, viz [33,34]. 
1.5 Holografická mikroskopie na VUT v Brně 
Na Ústavu fyzikálního inženýrství FSI VUT v Brně byly vyvinuty interferenční mikroskopy, které na 
principu mimoosové holografie umožňují zobrazení světlem nízké časové a prostorové koherence. 
Běžně užívaný typ interferometru byl nahrazen achromatickým mřížkovým interferometrem 
[29,30,31], který je navíc prostorově invariantní [32]. Počet kontrastních interferenčních proužků 
v hologramu tedy není omezen ani časovou, ani prostorovou nekoherencí a k osvětlení proto lze využít 
plošného prostorově a časově nekoherentního zdroje světla [6], tedy např. běžné halogenové lampy.  
Tyto mikroskopy spojují výhody obou skupin interferenčních mikroskopů popsaných výše 
(v odst. 1.2 a 1.3) a současně odstraňují jejich nevýhody. Navíc mají jistou pozoruhodnou vlastnost, 
zejména při zobrazování v procházejícím světle, o které je pojednáno v odstavci 7.5. Vlastnosti jejich 
zobrazení je možné upravit dle typu pozorovaného vzorku vhodnou volbou koherence osvětlení, 
a proto jsme pro jejich označení zavedli název „koherencí řízený holografický mikroskop“ (CCHM 
z anglického coherence-controlled holographic microscope).  
1.5.1 Motivace 
První holografický mikroskop využívající achromatického interferometru pro mimoosové holografické 
zobrazení v odraženém světle zkonstruovali Chmelík a Harna [33]. Digitálně snímaný obrazový 
hologram byl fourierovsky rekonstruován. Při osvětlení plošným prostorově nekoherentním 
úzkopásmovým zdrojem byl teoreticky zdůvodněn a experimentálně demonstrován efekt vzniku 
optického řezu. Byly demonstrovány optické řezy povrchem křemíkového vzorku [33] i objemem 
biologického vzorku [35]. Později autoři ověřili možnost vysoce přesného měření povrchů vzorků 
s velkými výškovými skoky kombinací kvantitativního fázového záznamu a optických řezů povrchem 
vzorku [36] s využitím širokopásmového zdroje, které způsobilo zjemnění optických řezů a přibližně 
zdvojnásobení osové rozlišovací schopnosti mikroskopu [35]. Ekvivalence optických řezů 
s konfokální mikroskopií pro široký zdroj a jejich podstatné zjemnění pro širokopásmový zdroj bylo 
popsáno teoreticky [14]. 
Vývoj mikroskopu pro holografické zobrazení v procházejícím světle započal v roce 1999, kdy byl 
v rámci dvou diplomových prácí [37,38] zkonstruován první laboratorní model, později v rámci 
doktorského studia [39] postaven prototyp. Jednalo se o interferometr Machova-Zehnderova typu 
s difrakčním děličem (150 mm-1) a se dvěma shodnými mikroskopovými objektivy v každé větvi, 
který ale nebyl achromatický. Zdrojem světla byla laserová dioda (λ = 671 nm), která společně 
s dvojicí matnic (rotující + pevná) vytvářela plošný, prostorově nekoherentní zdroj. Hloubková 
diskriminace zobrazení způsobená prostorově nekoherentním osvětlením byla ověřena  [37,38,39]. 
1.5.2 Cíle disertační práce 
Cílem disertační práce bylo navrhnout a zkonstruovat transmisní holografický mikroskop 
s mimoosovým achromatickým a prostorově invariantním interferometrem, umožňujícím osvětlení 
plošným, časově i prostorově nekoherentním zdrojem světla. Mikroskop by se svým vzhledem 
a způsobem ovládání měl blížit běžnému světelnému mikroskopu. Součástí práce bylo také ověření 
funkčnosti mikroskopu na modelových vzorcích a ověření jeho praktické použitelnosti pro biologická 
pozorování. 
1.5.3 Zvolené metody řešení 
Řešení úkolu stanoveného v rámci disertační práce probíhalo ve dvou etapách, viz odstavce 1.5.3.1 
a 1.5.3.2. Třetí etapa vývoje holografické mikroskopie na ÚFI FSI VUT v Brně je zmíněna v odstavci 
1.5.3.3. Její popis však není cílem této práce. Je zde uvedena pouze pro doplnění. 
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1.5.3.1 Přestavba transmisního holografického mikroskopu (THM) 
V roce 2004 byl původní prototyp [39] konstrukčně upraven pro použití běžného širokopásmového 
osvětlení (halogenová lampa). Zejména byl přestavěn interferometr na achromatický a optická osa 
osvětlovací části mikroskopu byla před interferometrem zalomena o 90°, což umožnilo připojení 
optického kabelu z halogenového osvětlovače. Touto úpravou došlo ke zkrácení celé konstrukce, což 
usnadnilo obsluhu mikroskopu. Celý mikroskop byl zakrytován z důvodu snížení vlivu vnějšího 
osvětlení na kontrast interferenční struktury. Přepočítáním parametrů výstupního objektivu bylo 
zjištěno, že současně používaný mikroskopový objektiv 10×/0,25 je možné nahradit objektivem 
6,3×/0,18. Tím bylo zvětšeno zorné pole 1,6-krát.  
Následkem provedených úprav se výrazně zlepšila kvalita zobrazení. Experimentálně byly 
prověřeny vlastnosti mikroskopu: potlačení násobně rozptýleného světla v oblastech ležících mimo 
předmětovou rovinu, hloubková diskriminace intenzitní složky zobrazení a zobrazení rozdílu 
optických drah (tzv. kvantitativního fázového kontrastu) pozorováním amplitudových a fázových 
vzorků překrytých objemově rozptylující vrstvou. Dosažené výsledky byly publikovány [34,40] 
a mikroskop byl také představen na konferenci Cytokinematics 2004 v Hradci Králové [41,42]. 
V roce 2005 byla ověřena funkčnost mikroskopu s objektivy s vysokou numerickou aperturou 
(40×/0,65 [65], 60×/0,85 a 100×/1,25 oil). Byla pozorována škrobová zrna a dále pak epitelové buňky 
a červené krvinky. Navázali jsme úzkou spolupráci s MUDr. Pavlem Veselým (Ústav molekulární 
genetiky AV ČR) a začali jsme se zabývat možností dynamického pozorování živých buněk. K tomuto 
účelu byl pro mikroskop vyroben vyhřívaný termoizolační box z dutinkového polykarbonátu a byly 
provedeny první experimenty při teplotě 37° C.  
Dynamické zobrazení živé buňky v kvantitativním fázovém kontrastu prokázalo novost tohoto 
systému se všemi kladnými i zápornými důsledky a naznačilo potenciál této zobrazovací techniky pro 
studium dynamiky živé buňky.  
1.5.3.2 Vývoj, výroba a praktické ověření CCHM 
Získané konstrukční poznatky, experimentální zkušenosti a zejména zkušenosti s ovládáním 
a požadavky na justáž zařízení byly uplatněny při návrhu nového prototypu transmisního 
holografického mikroskopu druhé generace, který budeme v této práci označovat zkratkou CCHM 
(viz odst. 1.5). V laboratoři je mikroskop znám pod názvem Pecka. 
Cílem vývoje CCHM bylo zařízení, které se svou podobou a způsobem ovládání bude blížit 
běžnému mikroskopu a plně prokáže perspektivu této zobrazovací techniky pro využití v biologii 
a medicíně a bude vhodné pro průmyslovou výrobu. 
Oproti THM bude mít zejména větší zorné pole (asi 2,5-krát), symetrickou konstrukci 
interferometru, která umožní umístění vzorku i referenčního objektu na jeden stolek a tím jejich 
současný posuv v ose svazku, což při přeostřování vzorku zajistí stejné podmínky v obou větvích 
interferometru (zejména vzhledem k otvorové vadě), dále budou omezeny justážní prvky na nutné 
minimum, aby se co nejvíce snížily nároky na kvalifikaci operátora. 
Optický a konstrukční návrh řešení byl dokončen v roce 2005 [66] a výroba mikroskopu proběhla 
v roce 2006 [43]. Bylo provedeno testovací měření na statických vzorcích a také pozorování živých 
buněk na Ústavu molekulární genetiky AV ČR v Praze [44,45]. Byly zhotoveny speciální komůrky 
pro pěstování a pozorování živých buněk. Studium dynamiky živých buněk se stalo hlavní aplikací 
mikroskopu [46,47]. V rámci disertační práce [4] byla vyvinuta nová metoda kvantitativního zobrazení 
dynamiky suché hmoty buněk; metoda dynamických fázových diferencí [5]. V roce 2008 byl udělen 
užitný vzor [48]. 
1.5.3.3 Multimodální holografický mikroskop (MHM) 
V roce 2009 započal vývoj třetí generace holografického mikroskopu. Bylo navrženo a prakticky 
ověřeno optické řešení s disperzním členem (odrazná difrakční mřížka) umístěným v obrazové rovině 
objektivu referenční větve. Toto řešení umožňuje použít objektivů s nekonečnou tubusovou délkou, 
které k vytvoření obrazu využívají tzv. tubusové čočky. Optické schéma bylo primárně navrženo pro 
zobrazování v procházejícím světle a využívá běžných mikroskopových kondenzorů. Není tedy 
zapotřebí čtyř shodných objektivů, ale postačí dva objektivy a dva kondenzory, což je praktická 
a zejména ekonomická výhoda oproti předchozím generacím holografického mikroskopu. Kondenzory 
mají oproti objektivům mnohem větší volnou pracovní vzdálenost a umožňují v invertovaném 
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uspořádání vkládat objemné pozorovací komůrky s buňkami i při použití objektivů s větším 
zvětšením. 
Prostor nekonečných svazků mezi objektivy a tubusovými čočkami umožní připojit moduly pro 
další zobrazovací techniky. Zejména je možné připojit modul pro holografické zobrazení v odraženém 
světle. Mezi další techniky patří fluorescence, konfokální mikroskopie, optická pinzeta, ramanovská 
spektroskopie, atd. Kombinace holografického zobrazení s běžně používanými zobrazovacími 
technikami je žádoucí, jelikož umožňuje jak srovnání různých technik, tak jejich vzájemné doplnění 
a tím zvyšuje užitnou hodnotu přístroje. Toto zařízení označujeme zkratkou MHM (multimodální 
holografický mikroskop). 
Popis MHM však není předmětem této práce. Pouze zmíníme, že v březnu 2010 byla podána 
patentová přihláška [49] a o výrobu tohoto zařízení projevila zájem brněnská firma Tescan, a.s., 
výrobce elektronových mikroskopů. 
 
V této disertační práci jsou teoreticky odvozeny parametry konstrukčně důležitých optických prvků, 
je popsáno konstrukční provedení CCHM, justáž tohoto zařízení a na zobrazení modelových vzorků 
jsou demonstrovány a diskutovány vlastnosti holografického zobrazení. Stručně je také zmíněn vývoj 
algoritmů pro záznam a zpracování obrazu, který probíhal průběžně po celou dobu studia. 
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2 Charakteristiky CCHM 
V následujících odstavcích popíšeme optické uspořádání navrženého holografického mikroskopu, 
uvedeme podmínky, jejichž splněním se dosáhne achromatičnosti interferometru a na základě zvolené 
metody rekonstrukce komplexní amplitudy zobrazení a na základě analýzy spektra prostorových 
frekvencí hologramu ve výstupní rovině (OP) odvodíme jednu z podmínek pro stanovení prostorové 
frekvence (hustoty vrypů) difrakční mřížky (G) – konstrukčně nejdůležitějšího optického prvku. 
Současně určíme celkovou a účinnou spektrální propustnost mikroskopu, vyšetříme vliv vyšších 
difrakčních řádů na výsledné holografické zobrazení a pojednáme o vlivu velikosti plošného zdroje (S) 
na kontrast interferenčních proužků hologramu na okraji zorného pole. Nakonec odvodíme podmínky 
pro zvětšení a numerickou aperturu výstupního objektivu (OL), určíme velikost zorného pole 
a porovnáme ji s běžným světelným mikroskopem. 
2.1 Optické schéma 
Optický systém koherencí řízeného holografického mikroskopu se v základním členění výrazně neliší 
od běžného optického mikroskopu. Skládá se z osvětlovací a zobrazovací soustavy a na výstupu je 
opatřen detektorem. Zásadní rozdíl spočívá v tom, že je složen ze dvou totožných mikroskopů, z nichž 
každý je umístěn ve vzájemně oddělených větvích interferometru Machova-Zehnderova typu, který je 
modifikovaný pro achromatickou mimoosovou holografii [29], to znamená, že v jeho výstupní rovině 
(OP) (viz obr. 1) vzniká interferenční struktura, jejíž nosná prostorová frekvence nezávisí na vlnové 
délce použitého osvětlení (viz odst. 2.2). 
Obě větve interferometru jsou vzhledem k možnosti použití nekoherentního osvětlení identické 
(opticky shodné) a zrcadlově symetrické podél osy interferometru (čárkovaná čára v obrázku 1). 
Nazývají se předmětovou a referenční větví a každá obsahuje dva shodné mikroskopové objektivy (O) 
a (C) s konečnou tubusovou délkou, z nichž jeden (C) plní funkci kondenzoru, tj. osvětluje 
pozorovaný předmět a druhý objektiv (O) tento předmět zobrazuje do výstupní roviny (OP). Obě větve 
jsou osvětleny týmž plošným zdrojem světla (S), který může být současně prostorově i časově 
nekoherentní a který je kolektorovou čočkou (L) zobrazen přes dělič svazku (G) do předmětových 
ohniskových rovin obou kondenzorů (primární zobrazení zdroje), čímž je navozeno Köhlerovo 
osvětlení pozorovaného předmětu. Budeme předpokládat, že předmětová ohnisková rovina 
kondenzoru je současně aperturní rovinou a rovinou vstupní pupily. Osvětlovací soustava mikroskopu 
je dále tvořena skupinou výměnných aperturních clon umístěných v rovině plošného zdroje světla (S) 
a soustavou výměnných barevných a neutrálních filtrů (F). Osa osvětlovací soustavy je sjednocená 
s osou interferometru a je kolmá na rovinu děliče svazku (G).  
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Obrázek 1. Schéma optické soustavy holografického mikroskopu pro procházející světlo. 
S.. zdroj světla, F.. neutrální a interferenční filtry, L.. kolektor, M.. zrcadla, G.. difrakční 
mřížka, C.. mikroskopový objektiv sloužící jako kondenzor, R.. referenční komůrka, Sp.. 
pozorovaný vzorek, O.. mikroskopový objektiv, OP.. výstupní rovina, Q.. osový bod výstupní 
roviny, OL.. výstupní mikroobjektiv, D.. detektor. 
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Jako dělič svazku (G) je použita transmisní fázová difrakční mřížka. Pro osvětlení předmětové 
a referenční větve se využívá +1. a –1. difrakční řád. Rovina difrakční mřížky (G) a výstupní rovina 
interferometru (OP) jsou v obou větvích sdružené se společnou předmětovou rovinou objektivu 
a kondenzoru. Difrakční mřížka je tedy optickou soustavou (C + O) každé větve zobrazena do 
výstupní roviny (OP) a délka větve je rovna dvojnásobku vzdálenosti mezi předmětovou a obrazovou 
rovinou mikroskopového objektivu. V předmětových rovinách objektivů vzniká zobrazení povrchu 
difrakční mřížky, avšak bez struktury proužků (vrypů), protože je vytvářeno vždy pouze jedním 
z difrakčních řádů a mřížková struktura je pod mezí rozlišení kondenzoru. Interferenční struktura 
vzniká až ve výstupní rovině, kam jsou přivedeny oba difrakční řády (z předmětové a z referenční 
větve). 
Výstupní objektiv (OL) zobrazuje interferenční strukturu (hologram) ve výstupní rovině (OP) na 
detektor (D). Osa výstupního objektivu a detektoru je sjednocená s osou interferometru a je kolmá 
k výstupní rovině. 
2.2 Předpoklady achromatičnosti interferometru 
Jak bylo uvedeno v odstavci 2.1, je děličem svazku transmisní fázová difrakční mřížka (G), která je 
v obou větvích zobrazena optickou soustavou kondenzoru a objektivu do výstupní roviny (OP) 
interferometru. Předpokládáme-li, že optická soustava tvořená kondenzorem a objektivem je 
achromatická, bude zobrazení mřížky do výstupní roviny nezávislé na vlnové délce a tudíž i vznikající 
interferenční struktura může být achromatická. Aby tomu tak bylo, musí být splněna podmínka, k níž 
dospějeme po následující úvaze.  
Transmisní fázová difrakční mřížka (G) má prostorovou frekvenci (hustotu čar) fG. Její účinek lze 
popsat pomocí paprsku na optické ose kolektoru (L), který tvoří osu svazku vycházejícího z osového 
bodu zdroje (S). Tento paprsek je mřížkou odkloněn pod úhlem J, pro jehož velikost platí: 
sinJ = nλfG, n = 0, ±1, ±2, ...    (1)  
kde λ je vlnová délka osvětlení a n je difrakční řád. Nebude-li uvedeno jinak, budeme v dalším textu 
rovnici (1) používat ve tvaru pro n = 1. Větve interferometru jsou od osy interferometru odkloněny 
o úhel J0, který odpovídá střední vlnové délce λ0, pro niž je interferometr navržen. 
Primární zobrazení zdroje (S) v předmětových ohniskových rovinách kondenzorů (C) jsou vlivem 
disperze mřížky barevně rozložena, takže zatímco pro λ = λ0 leží střed zdroje na optické ose 
kondenzoru, pro λ ≠ λ0 je vzhledem k ní příčně posunut. Z rovnice (1) je zřejmé, že čím větší je délka 
vlny λ, tím větší je difrakční úhel J, a proto jsou primární zobrazení zdroje v předmětových 
ohniskových rovinách kondenzorů posunuta pro větší vlnové délky dále od osy interferometru i od 
sebe navzájem.  
V obrazových ohniskových rovinách objektivů (O) vznikají sekundární obrazy zdroje stranově 
posunuté o tutéž vzdálenost, avšak v opačných směrech vzhledem k optické ose, než je tomu 
u kondenzorů. Větší délce vlny λ odpovídá nyní menší vzdálenost sekundárních obrazů zdroje od osy 
interferometru i od sebe navzájem. Stranově převráceno je tudíž i pořadí barev ve spektrálním 
rozkladu. Pokud by se tedy svazky divergující ze sekundárních obrazů zdroje v obou větvích šířily 
přímo do výstupní roviny (OP), vznikaly by zde interferenční proužky nestejné prostorové frekvence 
pro různé vlnové délky λ. Svazky větších vlnových délek by totiž interferovaly pod menším úhlem za 
vzniku proužků nižší frekvence a naopak. Má-li vznikat achromatický holografický obrazec, je nutno 
zajistit, aby zobrazující svazky různých vlnových délek vytvářely interferenční proužky jediné 
prostorové frekvence. K tomu musí být pro každou vlnovou délku zajištěno, že úhlová vzdálenost 
sekundárních zobrazení zdroje vzhledem k výstupní rovině je rovna úhlové vzdálenosti primárních 
zobrazení zdroje vzhledem k difrakční mřížce. Proto jsou větve interferometru překříženy pomocí 
zrcadel (M) umístěných za objektivy tak, že svazek vycházející z horního objektivu (viz obr. 1) 
vstupuje do výstupní roviny zespodu a svazek vycházející ze spodního objektivu vstupuje do výstupní 
roviny svrchu. Tím dojde k převrácení pořadí barev. Na obrázku 1 je překřížení větví provedeno 
v zobrazovací části interferometru. Překřížení lze provést také v části v osvětlovací (viz obr. 20), 
nikoliv však v obou částech současně. Geometrie a sklon svazků za difrakční mřížkou pak symetricky 
(vzhledem k předmětové rovině) odpovídá jejich geometrii a sklonu v okolí výstupní roviny, v níž se 
oba svazky protínají a vytvářejí interferenční proužky rovnoběžné s vrypy difrakční mřížky. 
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Prostorová frekvence fOP interferogramu ve výstupní rovině (OP) je dvojnásobná vzhledem 
k prostorové frekvenci fG difrakční mřížky, protože interferogram vzniká interferencí prvního a mínus 
prvního difrakčního řádu mřížky (G): 
fOP = 2sin(J)/λ = 2fG,    (2)  
Prostorová frekvence fOP je táž pro všechny vlnové délky λ. Interferometr je tedy achromatický.  
Po vložení předmětu vzniká ve výstupní rovině achromatický obrazový mimoosový hologram 
s nosnou prostorovou frekvencí fOP. 
2.3 Rekonstrukce obrazové komplexní amplitudy a holografická podmínka 
Jak bylo zmíněno v úvodu kapitoly 2, je nejvýznamnějším prvkem navrženého interferometru 
difrakční mřížka, která slouží jako dělič svazku. V následujících odstavcích, až po odstavec 2.7 včetně, 
se proto budeme detailně zabývat stanovením konstrukčních parametrů difrakční mřížky a analýzou 
důsledků použití difrakčního děliče pro rozdělení osvětlovacího svazku do předmětové a referenční 
větve interferometru. 
Podmínku určující dolní mezní hodnotu prostorové frekvence fOP hologramu ve výstupní rovině 
nazveme holografickou podmínkou [14] a odvodíme ji z předpokladů stanovených pro zvolenou 
numerickou metodu rekonstrukce komplexní amplitudy zobrazení (viz níže). Z holografické podmínky 
a ze vztahu (2) vyplyne podmínka pro dolní mezní hodnotu prostorové frekvence fG difrakční mřížky.  
K rekonstrukci obrazové amplitudy a fáze ze zaznamenaného hologramu je využívána metoda 
navržená Kreisem [17], která je založena na principu odstranění nosné prostorové frekvence fOP (2) ve 
fourierovském prostoru. Zaznamenaný hologram je nejprve převeden na spektrum prostorových 
frekvencí pomocí algoritmu dvourozměrné rychlé Fourierovy transformace (FFT). Obrazové spektrum 
v postranním pásmu je separováno maskou ve tvaru kruhového okna s poloměrem daným maximální 
obrazovou frekvencí. Separované obrazové spektrum je poté přesunuto tak, aby původní nosná 
prostorová frekvence fOP byla po přesunutí v nulové prostorové frekvenci, tedy na souřadnicích [0, 0]. 
Separované obrazové spektrum je pak násobeno Hanningovou váhovou funkcí ve tvaru 0,5(1 – cos πρ) 
[50], kde ρ je normovaný poloměr váhové funkce, pro nějž platí, že ρ = 1 na okraji kruhového okna 
a následně je pomocí dvourozměrné inverzní FFT (IFFT) transformováno na komplexní obrazovou 
amplitudu. Z ní je vypočtena jak reálná amplituda (modul), jejíž kvadrát udává obrazovou intenzitu, 
tak obrazová fáze (argument). 
Aby bylo možné provést rekonstrukci amplitudy a fáze touto metodou, tj. odstranit nosnou 
prostorovou frekvenci, je nutné, aby existovala právě jedna nosná (prostorová) frekvence. V odstavci 
2.9 ukážeme, že každý bod plošného zdroje vytváří soustavu interferenčních proužků téže frekvence 
fOP, s tímtéž fázovým posuvem, a že soustavy proužků od jednotlivých bodů se v intenzitě skládají  
s dostatečnou přesností přesně na sebe, takže navržený interferometr lze považovat za prostorově 
invariantní. Při použití polychromatického osvětlení musí být navíc splněno, že i každá vlnová délka 
vytvoří proužky o nosné prostorové frekvenci fOP. Jak je uvedeno v odstavci 2.2, tento interferometr 
danou podmínku splňuje, umožňuje tedy osvětlení plošným polychromatickým zdrojem, a proto jej lze 
označit také za achromatický.  
Separace obrazového spektra je podmíněna oddělením oborů nenulových hodnot jednotlivých 
členů spektrálního rozkladu. Abychom nalezli obory nenulových hodnot jednotlivých sčítanců 
spektrálního rozkladu, vyjádříme nejprve intenzitu hologramu ve výstupní rovině. Poté pomocí 
fourierovského formalismu vyjádříme úhlové spektrum hologramu. Analýzou oborů nenulových 
hodnot jednotlivých členů spektrálního rozkladu odvodíme zmíněnou holografickou podmínku (viz 
vztah (16) v dalším textu). 
Intenzita interferenčního obrazce (hologramu) v bodě x = (x1, x2) výstupní roviny (OP) 
interferometru je z důvodu prostorové nekoherence plošného zdroje světla součtem intenzit příspěvků 
od jednotlivých bodů (s) zdroje (S) a lze ji popsat rovnicí: 
i(x) = ∑is(x) = ∑|os(x)+ rs(x)|2,    (3)  
kde os a rs vyjadřují komplexní amplitudy předmětové a referenční vlny ve výstupní rovině (OP). 
Systém souřadnic (Q, x1, x2) ve výstupní rovině zvolíme tak, že počátek Q leží na ose interferometru 
(viz obr. 1) a osa x1 je kolmá na směr vrypů difrakční mřížky (G). Úhlové spektrum I(X) hologramu 
dostaneme Fourierovou transformací rovnice (3). Vektor X = (X1, X2) je vektor směrových kosinů 
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rovinných vln, které vzniknou difrakcí rovinné vlny dopadající kolmo na rovinu hologramu na 
struktuře hologramu popsané funkcí i(x) a funkce I(X) udává amplitudu těchto difraktovaných vln. 
Spektrum prostorových frekvencí těchto vln je pak určeno vektorem f = X/λ = (f1, f2). Rovina systému 
souřadnic (O, X1, X2) je rovnoběžná s výstupní rovinou (OP), počátek O leží na ose interferometru a 
osy X1, resp. X2 jsou rovnoběžné s osami x1, x2.  
Vypočtěme nyní úhlové spektrum I(X) jako součet příspěvků od jednotlivých bodů (s) zdroje (S). 
Z důvodu linearity Fourierovy transformace můžeme zaměnit pořadí operací sčítání a Fourierova 
transformace, čímž dostaneme: 
I(X) = FT{i(x)} = FT{∑sis(x)} = ∑sFT{|os(x)+ rs(x)|2} =     (4)   
= ∑sFT{osos* + rsrs* + osrs* + os*rs} =       
= ∑sFT{osos*} + ∑sFT{rsrs*} + ∑sFT{osrs*} + ∑sFT{os*rs} =    
= I1(X) + I2(X) + I3(X) + I4(X),        
kde symbol * značí komplexní sdružení. Abychom mohli analyzovat jednotlivé sčítance na pravé 
straně rovnice (4), vyjádříme nejprve komplexní amplitudy os a rs. Vzhledem ke geometrii optické 
sestavy a k výpočtům provedeným v odstavci 2.9 můžeme vlny přicházející do výstupní roviny 
interferometru aproximovat rovinnými vlnami. 
Každému bodu (s) plošného zdroje světla (S) přísluší osvětlovací rovinná vlna dopadající na 
difrakční dělič svazku (G), jejíž směrové kosiny vyjadřuje vektor Xs = λfs, viz obrázek 2.  
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Obrázek 2. Směrové kosiny. Čárkovanou kružnicí je označen plošný zdroj o poloměru NA/m 
a jeho primární zobrazení ve vstupní pupile kondenzorů. Tenká plná čára odpovídá účinné 
ploše zdroje, tedy oblasti obsahující ty body zdroje, které se pro danou vlnovou délku λ zobrazí 
do obou pupil kondenzorů současně (viz také obr. 3). Vektor XG0 udává směrové kosiny 
optické osy předmětové větve, vektor Λ vyjadřuje úhlovou disperzi primárního zobrazení 
plošného zdroje světla, vektor Xg = λfg, kde fg jsou prostorové frekvence pozorovaného 
předmětu měřené v obrazové rovině objektivu. Vektor Xo + Λ určuje v obrazové rovině 
objektivu směrové kosiny vlny, která vznikla rozptylem na pozorovaném předmětu a byla 
přenesena objektivem do  jeho obrazového prostoru. 
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Obrázek 3. Plné černé kružnice značí vstupní pupily kondenzorů předmětové a referenční 
větve, barevnými čárkovanýmí kružnicemi jsou vyznačeny primární obrazy plošného zdroje 
v prvním difrakčním řádu pro danou vlnovou délku a vybarvené čočkovité oblasti značí účinné 
plochy zdroje, tedy tu část plošného zdroje, která se pro danou vlnovou délku zobrazí současně 
do obou pupil. 
 
Předpokládáme, že reálná amplituda všech osvětlovacích vln je konstantní a rovna jedné. Difrakční 
mřížka (G) rozdělí osvětlovací svazek do předmětové a referenční větve interferometru tak, že 
předmětová větev je osvětlena prvním (n = 1) difrakčním řádem a referenční větev mínus prvním 
(n = –1) difrakčním řádem. Osvětlovací vlna má tedy ve větvích interferometru směrové kosiny 
Xs + XG(λ, n), kde XG(λ, n) = nλfG a fG = (fG, 0) je prostorová frekvence (hustota vrypů) difrakční 
mřížky (G). Směrové kosiny optické osy předmětové, resp. referenční větve jsou určeny vektorem 
XG0, kde XG0 = nλ0fG/|n| (viz obr. 2). Zavedeme ještě vektor  
Λ(λ, n) = XG(λ, n) – XG0(n) = n(λ – λ0/|n|)fG,   (5)  
který má význam směrových kosinů a vyjadřuje úhlovou disperzi primárního zobrazení zdroje světla 
(S) v ohniskové rovině kondenzoru v závislosti na vlnové délce osvětlení a prostorové frekvenci fG 
difrakční mřížky pro n-tý difrakční řád. Jinak řečeno, udává úhlové posunutí středu zdroje (S) ze 
středu pupily kondenzoru (viz obr. 2 a obr. 3). V následujících odstavcích budeme rozlišovat difrakční 
řády mřížky indexy o, resp. r pro předmětovou (no), resp. referenční (nr) větev a zavedeme konvenci, 
že kladné difrakční řády budou příslušet předmětové větvi a záporné difrakční řády referenční větvi. 
Jak bylo uvedeno v odstavci 2.1, jsou kondenzory (C) i objektivy (O) totožné a mají tudíž shodnou 
numerickou aperturu NA a zvětšení m. Z obrázku 1 je zřejmé, že není-li v předmětové větvi vložen 
rozptylující vzorek, jsou směrové kosiny vln přicházejících do výstupní roviny (OP) (až na znaménko, 
které nebudeme brát v úvahu) stejné jako směrové kosiny vln za difrakční mřížkou (G). V referenční 
větvi to platí vždy, a proto můžeme referenční vlnu rs(x) ve výstupní rovině interferometru vyjádřit 
vztahem 
rs(x) = A(Xs) A(Xs + Λ(λ, nr)) exp[ik(Xs + XG(λ, nr)) · x],   (6)  
kde funkci A nazveme aperturní funkcí a definujeme ji vztahem 
A(X) = circ(m|X|/NA),     (7)  
kde funkci circ(a), a ≥ 0 definujeme tak, že je rovna jedné pro 0 ≤ a ≤ 1 a je rovna nule pro a > 1.  
Funkce A(Xs) ve výrazu (6) představuje clonu plošného zdroje, která vycloní jeho primární obraz 
ve vstupní pupile kondenzoru na průměr rovný průměru této pupily. Jde tedy o funkci, která je 
nenulová na kruhové oblasti o poloměru |Xs| = NA/m. Primární zobrazení zdroje v pupile však je pro 
λ ≠ λ0 příčně posunuto a do pupily se tedy zobrazí pouze část plochy zdroje. Posunutí je vyjádřeno 
ve směrových kosinech vektorem Λ. 
Pupilu referenční větve posunutou vůči středu zdroje o –Λ(nr) představuje v (6) funkce 
A(Xs + Λ(λ, nr)). Vektor Xs + Λ(λ, nr) vyjadřuje (v rovině kolmé k optické ose referenční větve) 
směrové kosiny vlny nr-tého difrakčního řádu, která projde předmětovou pupilou kondenzoru. Tato 
vlna projde beze změny také obrazovou pupilou objektivu, jelikož v referenční větvi není vložen 
rozptylující předmět. Pro velikost vektoru Xs + Λ(λ, nr) platí: |Xs + Λ(λ, nr)| ≤ NA/m. 
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Formálně by bylo správné násobit pravou stranu rovnice (6) ještě jednou funkcí A(Xs + Λ(λ, nr)), která 
by příslušela výstupní pupile objektivu. Jelikož jsou obě pupily shodné, je to zbytečné, protože 
A2(X) = A(X). 
Předmětovou vlnu os(x) vyjádříme podobně jako vlnu referenční s tím, že index r ve výrazu (6) 
nahradíme indexem o, a takto upravený vztah vynásobíme funkcí t(x): 
os(x) = A(Xs) A(Xs + Λ(λ, no)) exp[ik(Xs + XG(λ, no)) · x] t(x).  (8)  
Funkce t(x) souvisí s funkcí propustnosti τ(χ) vzorku umístěného v předmětové rovině objektivu 
předmětové větve vztahem t(x) = τ(x/m) A(Xo + Λ(λ, no)), kde χ = x/m. Aperturní funkce 
A(Xo + Λ(λ, no)) popisuje účinek výstupní pupily objektivu na přenos prostorových frekvencí vzorku 
do obrazové roviny objektivu. O významu vektoru Xo + Λ(λ, no) pojednáme v textu za vztahem (9). 
Vzorek působí svou strukturou jako soubor difrakčních mřížek, které lze popsat v předmětové 
rovině objektivu prostorovými frekvencemi mfg = m(fg1, fg2). Tyto frekvence jsou v obrazové rovině 
objektivu rovny fg. Funkci propustnosti vzorku dvojrozměrného charakteru, tj. dostatečně tenkého, lze 
vyjádřit inverzní Fourierovou transformací jejího úhlového spektra T(X) (viz odst. 2.2 a 2.3 v [68]): 
τ(χ) = òò
-
¥
¥
T(X) exp(ikX · χ) d2X 
Konstanty A, B a k zavedené do definice Fourierovy transformace v odst. 1.1 v [68], jež svazuje 
podmínka AB = |k|/2π, zde volíme takto: k = 2π/λ, B = 1 a A = 1/λ.  
Funkce propustnosti τ(χ) představuje účinek vzorku na rovinnou vlnu dopadající kolmo na rovinu 
vzorku. Jde tedy o difrakci na mřížce, resp. o součet rovinných vln difraktovaných souborem 
difrakčních mřížek charakterizujícím vzorek. Reálná amplituda těchto vln je dána hodnotami funkce 
T(X). Uvažujeme-li pouze první difrakční řády, určuje vektor X = λmfg směrové kosiny (opět 
v předmětové rovině objektivu) vlny difraktované mřížkou (v předmětové rovině objektivu) 
o prostorové frekvenci mfg. V obrazové rovině objektivu jsou směrové kosiny vyjádřeny výrazem λfg. 
Podobně definujeme funkci t(x) pomocí úhlového spektra funkce τ(χ) přeneseného do obrazové 
roviny objektivu. Směrové kosiny rozptýlených vln jsou v obrazové rovině vyjádřeny podílem X/m, 
který označme Xg a který je roven λfg: 
t(x) = òò
-
¥
¥
T(Xg) A(Xo + Λ(λ, no)) exp(ikXg · x) d2Xg.  (9)  
Vektor Xo + Λ(λ, no) ve vztahu (9), pro jehož velikost platí |Xo + Λ(λ, no)| ≤ NA/m, určuje (v rovině 
kolmé k optické ose předmětové větve) směrové kosiny vzorkem rozptýlené vlny přenesené do 
obrazového prostoru objektivu. Pro vektor Xo + Λ(λ, no) platí: Xo + Λ(λ, no) = Xs + Λ(λ, no) + Xg a tedy 
Xo = Xs + Xg, nebo též   
fo = fs + fg.     (10)  
Substitucí Xg = Xo – Xs upravíme vztah (9) do tvaru   
t(x) = òò
-
¥
¥
T(Xo – Xs) A(Xo + Λ(λ, no)) exp[ik(Xo – Xs) · x] d2Xo.  (11)  
Nyní dosadíme vyjádření funkce t(x) dané rovnicí (11) do vztahu (8). Výraz pro předmětovou vlnu má 
pak tvar 
os(x) = A(Xs) A(Xs + Λ(λ, no))òò
-
¥
¥
T(Xo – Xs) A(Xo + Λ(λ, no)) ×   (12)  
× exp[ik(Xo + XG(λ, no)) · x] d2Xo.  
Obraz vytvořený objektivem bude pozorovanému předmětu podoben tím více, čím více difrakčních 
řádů objektiv zachytí. Jelikož není možné sestrojit objektiv, jehož aperturní úhel by byl 90°, nebude 
obraz nikdy zcela shodný s předmětem. Vždy se mu bude pouze podobat. Aby naopak vůbec nějaký 
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obraz vznikl, je nutné, aby byly objektivem zachyceny alespoň dva difrakční řády příslušné téže 
prostorové frekvenci předmětu, např. nultý a první, první a druhý, apod. (viz odst. 6.5 v [67]). V tom 
případě je sice podobnost obrazu s předmětem minimální, ale základní struktura je rozlišitelná. 
Vyšetřme nyní, jakou nejvyšší prostorovou frekvenci mfg předmětu osvětleného bodem (s) 
plošného zdroje (S), přenese objektiv do své obrazové roviny. Uvažujme běžný světelný mikroskop, 
tedy bez disperze osvětlení, a označme prostorové frekvence v předmětovém prostoru objektivu pro 
osvětlovací vlnu mfs a pro vlnu rozptýlenou vzorkem mfo. Pro jejich velikosti platí mfs = sin(αs)/λ, resp. 
mfo = sin(αo)/λ, kde αs, resp. αo značí úhel v předmětovém prostoru objektivu mezi vlnovým vektorem 
příslušné vlny a optickou osou objektivu. Odpovídající prostorové frekvence v obrazové rovině 
objektivu pak jsou fs, resp. fo. Uvedené vztahy jsou zřejmé, uvědomíme-li si, že f = X/λ a pro velikost 
vektoru směrových kosinů X = (X1, X2) = (cosα1, cosα2) platí: X = sinα3, kde α3 je úhel mezi vlnovým 
vektorem a normálou roviny (X1, X2), tedy osou X3, která je v tomto případě sjednocena s optickou 
osou objektivu. Objektivem projdou pouze ty vlny, jejichž vlnový vektor svírá s optickou osou 
objektivu úhel menší, než je aperturní úhel α objektivu, a pro něž tedy platí: fs,o ≤ NA/mλ, kde 
NA = sinα. 
Nejprve uvažujme, že vzorek je osvětlen osovým bodem zdroje (S), pro nějž je fs = 0. Dále 
předpokládejme, že první difrakční řád (mřížky představující pozorovaný předmět) je od optické osy 
objektivu odkloněn právě o aperturní úhel objektivu a platí tedy: fo = NA/mλ. Nultý řád má směr 
osvětlovacího svazku a má tedy prostorovou frekvenci fs = 0. Dosazením za fs a fo do (10) dostáváme 
fg = NA/mλ, z čehož po úpravě dostáváme vztah mfg = NA/λ vyjadřující nejvyšší prostorovou frekvenci 
mfg předmětu, kterou objektiv s numerickou aperturou NA rozliší, je-li předmět osvětlen bodovým 
zdrojem světla ležícím na optické ose objektivu. Interferencí nultého a prvního difrakčního řádu tedy 
vznikne v obrazové rovině objektivu struktura s prostorovou frekvencí NA/mλ. Do objektivu však 
v tomto případě vstupuje také mínus první difrakční řád s prostorovou frekvencí fo = –NA/λ, který 
interferencí s prvním difrakčním řádem vytvoří v obrazové rovině objektivu strukturu s prostorovou 
frekvencí 2NA/mλ, která ovšem přísluší předmětu s prostorovou frekvencí mfg = NA/λ a rozlišení se 
tím nezvýší. 
Osvětlíme-li vzorek mimoosovým bodem (s) plošného zdroje (S), bude osvětlovací svazek dopadat 
na vzorek pod úhlem různým od nuly vzhledem k optické ose objektivu. Prostorová frekvence 
fs osvětlovacího svazku, a tedy také nultého difrakčního řádu, bude v tomto případě nabývat hodnot 
z intervalu –NA/mλ ≤ fs ≤ NA/mλ. 
V mezním případě, kdy je osvětlovací svazek od optické osy objektivu odkloněn o aperturní úhel 
např. v záporném směru, je fs = –NA/mλ. Je-li první difrakční řád odkloněn od optické osy objektivu 
také o aperturní úhel, ale v opačném směru, je fo = NA/mλ. Z rovnice (10) tedy pro fg dostáváme vztah 
fg = 2NA/mλ, a tedy mfg = 2NA/λ, což je hledaná nejvyšší prostorová frekvence předmětu, kterou 
objektiv s numerickou aperturou NA přenese do své obrazové roviny. V obrazové rovině objektivu 
tedy vznikne interferencí nultého a prvního difrakčního řádu struktura s prostorovou frekvencí 
2NA/mλ. Druhý z prvních difrakčních řádů objektivem neprojde, protože úhel mezi jeho směrovým 
vektorem a optickou osou objektivu je větší než aperturní úhel α. 
Vraťme se nyní k rovnici (4) a vyjádřeme postupně všechny čtyři sčítance dosazením výrazů (6) 
a (12). První sčítanec upravíme tak (viz (13) v dalším textu), že nejprve zaměníme pořadí operací 
integrace a Fourierova transformace, čímž dostaneme Fourierovu transformaci fázoru, která je rovna 
Diracově distribuci δ (viz třetí řádek v (13)). Z filtrační vlastnosti Diracovy distribuce dostáváme 
výraz na čtvrtém řádku v (13), kde integrál představuje autokorelaci úhlového spektra  
T(X – Xs)A(X + Λ(no)) funkce propustnosti t(x), které je přeneseno do obrazového prostorou objektivu, 
jehož apertura je popsána aperturní funkcí A(X + Λ(no)). Korelaci (autokorelaci) zde značíme 
symbolem 0, viz poslední řádek v (13), kde jsme sumaci přes body zdroje (S) nahradili integrací 
a využili jsme toho, že A2(X) = A(X). 
I1(X, λ, no) = ∑sFT{osos*} =         (13)  
= ∑sFT{A2(Xs) A2(Xs + Λ(no))òò
-
¥
¥
òò
-
¥
¥
T(Xoi – Xs) A(Xoi + Λ(no)) T(Xoj – Xs) A(Xoj + Λ(no)) ×  
× exp[ik(Xoi – Xoj) · x] d2Xoid2Xoj} =        
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= ∑s A2(Xs) A2(Xs + Λ(no))òò
-
¥
¥
T(Xoj – Xs) A(Xoj + Λ(no))òò
-
¥
¥
T(Xoi – Xs) A(Xoi + Λ(no)) ×  
× δ[(X + Xoj) – Xoi] d2Xoid2Xoj =        
= ∑s A2(Xs) A2(Xs + Λ(no))òò
-
¥
¥
T(Xo – Xs) A(Xo + Λ(no)) T(Xo – Xs + X) A(Xo + Λ(no) + X) d2Xo = 
= òò
-
¥
¥
A(Xs) A(Xs + Λ(no)) {[T(X – Xs)A(X + Λ(no))]0[T(X – Xs)A(X + Λ(no))]} d2Xs.  
Součin A(Xs) A(Xs + Λ(no)) vymezuje tu část plochy zdroje (S), která se zobrazí do pupily kondenzoru 
předmětové větve. Tento součin nazveme váhou autokorelace uvedené ve složených závorkách na 
posledním řádku výrazu (13) pro různé vlnové délky λ.  
Úhlové spektrum T(X – Xs)A(X + Λ(no)) je nenulové na kruhové oblasti o poloměru NA/m. Pro 
spektrum prostorových frekvencí tedy platí, že je nenulové na kruhové oblasti o poloměru NA/mλ. 
Jeho autokorelace je tedy nenulová na kruhové oblasti se středem v nulové prostorové frekvenci 
a poloměrem 2NA/mλ. 
Druhý sčítanec v rovnici (4) je roven Diracově distribuci δ s nenulovou hodnotou v nulové 
prostorové frekvenci:  
I2(X, λ) = ∑sFT{rsrs*} = ∑s A2(Xs)A2(Xs + Λ(nr))FT{1} = δ(X) òò
-
¥
¥
A(Xs) A(Xs + Λ(nr)) d2Xs =  
= δ(X) [A(Λ(nr))0A(Λ(nr))]. 
Třetí a čtvrtý sčítanec vyjadřuje Fourierovy transformace dvou vzájemně komplexně sdružených 
funkcí. Dle odst. 1.6 v [68] je souvislost mezi Fourierovou transformací funkce f(x) a Fourierovou 
transformací funkce komplexně sdružené, tj. f*(x), následující: FT{f(x)} = F(X) a FT{f*(x)} = F*(–X). 
Pro nalezení oboru nenulových hodnot tedy postačí analyzovat pouze jeden ze sčítanců, např. ten třetí. 
Postupujeme podobně jako při úpravě prvního sčítance. Na druhém řádku (15) zaměníme pořadí 
operací integrace a Fourierova transformace, čímž dostáváme Fourierovu transformaci fázoru, která je 
rovna Diracově distribuci, viz třetí řádek (15), kde jsme označili 
XG(no) – XG(nr) = (no – nr)λfG = XOP(no, nr). 
Z filtrační vlastnosti Diracovy distribuce plyne výraz na čtvrtém řádku (15), kde jsme sumaci přes 
body zdroje nahradili integrací. Funkci T(X – XOP(no, nr)) přesuneme před integrál, protože nezáleží na 
integrační proměnné Xs (viz pátý řádek (15)) a označíme 
E(Xs, λ, no, nr) = A(Xs) A(Xs + Λ(no)) A(Xs) A(Xs + Λ(nr)).   (14)  
Funkce E(Xs, λ, no, nr) pro danou vlnovou délku λ a difrakční řády no, resp. nr předmětové, resp. 
referenční větve vymezuje účinnou plochu zdroje (S), tj. oblast zdroje, jejíž body se zobrazí současně 
do obou pupil kondenzorů v předmětové a referenční větvi interferometru (pro první řády viz obr. 3, 
pro první a mínus druhý řád, resp. mínus první a druhý řád viz odst. 2.6 a obr. 5). V integrálu na pátém 
řádku v (15) opět poznáváme korelaci, tentokrát však dvou různých funkcí – funkce účinné plochy 
zdroje E a aperturní funkce A. 
I3(X, λ, no, nr) = ∑sFT{osrs*} =        (15)   
= ∑sFT{A2(Xs) A(Xs + Λ(no)) A(Xs + Λ(nr))òò
-
¥
¥
T(Xo – Xs) A(Xo + Λ(no)) ×    
× exp[ik(Xo – Xs + XG(no) – XG(nr)) · x] d2Xo} =      
= ∑s A2(Xs) A(Xs + Λ(no)) A(Xs + Λ(nr))òò
-
¥
¥
T(Xo – Xs) A(Xo + Λ(no)) ×     
× δ[(X + Xs – XOP(no, nr)) – Xo] d2Xo =       
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= òò
-
¥
¥
A2(Xs) A(Xs + Λ(no)) A(Xs + Λ(nr)) T(X – XOP(no, nr)) ×      
× A(X + Xs – XOP(no, nr) + Λ(no)) d2Xs =       
= T(X – XOP(no, nr))òò
-
¥
¥
E(Xs, λ, no, nr) A(Xs + Λ(no) – XOP(no, nr) + X) d2Xs =    
= T(X – XOP(no, nr)) [E(X, λ, no, nr)0A(X + Λ(no) – XOP(no, nr))].     
Z výrazu na posledním řádku v (15) je zřejmé, že spektrum prostorových frekvencí třetího sčítance 
v rovnici (4) je posunuto z nulové prostorové frekvence o vektor XOP(no, nr)/λ = fOP(no, nr) = (no – nr)fG. 
Posunutím středu spektra do nulové prostorové frekvence substitucí Xg = X – XOP(no, nr) získáme 
z pátého řádku rovnice (15) vztah 
I3P(Xg, λ, no, nr) = T(Xg)òò
-
¥
¥
E(Xs, λ, no, nr) A(Xs + Xg + Λ(λ, no)) d2Xs =  
= T(Xg) [E(Xg, λ, no, nr)0A(Xg + Λ(λ, no))],     
jehož inverzní Fourierovou transformací dostaneme funkci, která má tvar podobný funkci propustnosti 
t(x) (srov. vztah (9)) 
IFT{I3P(Xg, λ, no, nr)} = òò
-
¥
¥
T(Xg) E(Xg, λ, no, nr)0A(Xg + Λ(λ, no)) exp(ikXg · x) d2Xg. 
Korelace E(Xg, λ, no, nr)0A(Xg + Λ(λ, no)) má význam váhové funkce obrazového úhlového spektra 
T(Xg) a udává tedy váhu (četnost) prostorových frekvencí fg = Xg/λ přítomných v obraze při osvětlení 
zdrojem vlnové délky λ za předpokladu stejné intenzity světla pro všechny vlnové délky. Oblast 
nenulových hodnot korelace E0A je určena velikostí vstupní pupily kondenzoru, resp. výstupní pupily 
objektivu, tedy závisí na poměru NA/m, dále je určena prostorovou frekvencí difrakční mřížky fG, 
vlnovou délkou λ osvětlení a difrakčními řády no, nr. Nebude-li uvedeno jinak, budeme v následujících 
odstavcích uvažovat pouze první difrakční řády, tj. no = 1, nr = –1. 
Pro λ = λ0 je oblast nenulových hodnot E0A kruhová a v prostorových frekvencích má poloměr 
2NA/mλ, tedy stejný jako v případě prvního sčítance daného vztahem (13). Platí totiž, že 
E(X, λ0) = A4(X) = A(X), což je patrné z výrazů (5), (7) a (14). 
Pro λ ≠ λ0 má oblast nenulových hodnot funkce E(X, λ) čočkovitý tvar (viz obr. 3) a oblast 
nenulových hodnot korelace E(X, λ)0A(X + Λ) tedy nebude kruhová a její střed nebude ležet na 
souřadnici XOP (viz obr. 12 a obr. 15 v odst. 2.7), ale bude posunut do bodu XOP – Λ, který 
v prostorových frekvencích odpovídá souřadnicím (XOP – Λ)/λ = fOP – (1 – λ0/λ)fG = (1 + λ0/λ)fG, 
tj. střed oblasti nenulových hodnot prostorových frekvencí bude pro λ < λ0 posunut dále od nulové 
prostorové frekvence (od středu autokorelace reprezentované výrazem (13)). Ze vztahu mezi 
směrovými kosiny a prostorovými frekvencemi (X/λ = f) je zřejmé, že oblast nenulových hodnot 
korelace E0A bude při přepočtu do prostorových frekvencí násobena faktorem 1/λ. Porovnáním těchto 
faktorů pro různé vlnové délky lze nahlédnout, že oblast nenulových hodnot korelace bude pro λ < λ0 
vůči oblasti pro λ = λ0 zvětšena a pro λ > λ0 naopak zmenšena (viz obr. 16 v odst. 2.7). 
Jak bylo uvedeno na začátku tohoto odstavce, je intenzita hologramu vzniklého ve výstupní rovině 
interferometru zaznamenána detektorem (digitální kamerou), obraz je numericky zpracován pomocí 
algoritmu pro výpočet diskrétní Fourierovy transformace a výsledkem je spektrum prostorových 
frekvencí záznamu intenzity hologramu ze kterého separujeme oblast obsahující prostorové frekvence 
obrazu pozorovaného předmětu. Proto budeme v dalším textu hovořit převážně o prostorových 
frekvencích, nebude-li uvedeno jinak. 
Analýzou jednotlivých sčítanců a jejich oborů nenulových hodnot jsme došli k závěru, že 
důležitými členy pro stanovení podmínky pro velikost nosné prostorové frekvence fOP jsou první a třetí 
sčítanec v rovnici (4). V odstavci 2.7 provedeme numerický výpočet autokorelace A0A a korelace E0A 
pro různé vlnové délky v rámci spektrálního pásma osvětlení, přepočteme souřadnice ze směrových 
kosinů na prostorové frekvence (f = X/λ), každou z korelací vynásobíme váhou danou spektrální 
intenzitou osvětlení, kterou vypočteme v odstavci 2.6 a takto vážené hodnoty korelací sečteme.
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Dostaneme tím přenosovou funkci, která určuje výslednou váhu s níž je prostorová frekvence mfg 
pozorovaného předmětu přenesena do výstupní roviny interferometru jako prostorová frekvence fg, 
resp. fg + fOP.  
Porovnáním výsledných oborů nenulových hodnot výrazů (13) a (15) pro celý interval viditelné 
části spektra vlnových délek a pro objektiv s největším poměrem NA/λ stanovíme tzv. holografickou 
podmínku  
fOP ≥ 4NA/mλ0,     (16)  
která určuje minimální hodnotu nosné prostorové frekvence fOP takovou, aby obory nenulových hodnot 
obou sčítanců měly, pokud možno, nulový průnik. 
Podmínka (16) je ve svém důsledku omezující, jelikož vyžaduje vzorkování obrazu ve výstupní 
rovině (OP) interferometru s minimálně trojnásobnou hustotou a zorné pole má tudíž minimálně 
devětkrát menší plochu, než je tomu v případě jednoduchého mikroskopu (viz odst. 2.8). Byly proto 
vyvinuty i jiné metody rekonstrukce zobrazení, které s jistým stupněm aproximace umožňují výpočet 
komplexní amplitudy, i když není podmínka (16) splněna. Zajímavá je nelineární metoda popsaná 
v [15]. 
2.4 Prostorová frekvence difrakční mřížky 
Minimální hodnota prostorové frekvence (hustoty vrypů) difrakčního děliče (mřížky) musí splňovat 
dvě podmínky. První z nich plyne přímo z holografické podmínky dané vztahem (16) dosazením za fOP 
ze vztahu (2):  
fG ≥ 2NA/mλ0,     (17)  
Než se pustíme do vyjádření druhé podmínky, uvedeme nejprve některé předpoklady. U použitých 
mikroskopových objektivů jakožto kondenzorů zde budeme předpokládat, že vstupní pupila je totožná 
s mechanickým otvorem v rovině dosedu kondenzoru. Tento otvor je tedy aperturní clonou, má 
průměr d (viz tabulku 1) a leží ve vzdálenosti l od difrakční mřížky. Vzdálenost l je měřena podél 
optické osy kondenzoru. Pro průměr d vstupní pupily kondenzoru (C), resp. výstupní pupily objektivu 
(O) platí následující přibližný vztah: 
d ≈ 2lNA/m,     (18)  
který je zřejmý, uvědomíme-li si, že NA/m = sinα’ je numerická apertura v předmětovém prostoru 
kondenzoru, resp. obrazovém prostoru objektivu, a že pro malý úhel α’ ≈ 1,5° přibližně platí: 
sinα’ ≈ tanα’. Současně budeme předpokládat, že předmětová ohnisková rovina kondenzoru leží 
v rovině aperturní clony a plošný zdroj (S) je vycloněn tak, že jeho primární zobrazení v předmětové 
ohniskové rovině kondenzoru má rovněž průměr d. 
Druhá podmínka stanoví prostorovou frekvenci natolik vysokou, aby primární zobrazení zdroje 
v nultém řádu difrakce bylo právě odděleno od zobrazení v prvním řádu pro vlnovou délku λ = λ0, tedy 
aby světlo z nultého řádu nevnikalo do vstupní pupily kondenzoru. Jelikož mají obě zobrazení zdroje 
průměr d, bude vzdálenost jejich středů rovna d. Z odstavce 2.3 víme, že dopadá-li rovinná vlna ve 
směru normály na difrakční mřížku s prostorovou frekvencí f, vzniká v prvním difrakčním řádu vlna, 
jejíž prostorová frekvence je také f a platí: λf = sinα3, kde α3 je úhel mezi vlnovým vektorem 
difraktované vlny a normálou k mřížce. Pro vlnu difraktovanou pod aperturním úhlem, jemuž 
odpovídá posuv středu zdroje o d/2, tedy platí: f = sinα’/λ = NA/mλ, z čehož pro posuv o vzdálenost 
větší nebo rovnu d plyne pro prostorovou frekvenci mřížky hledaná druhá podmínka fG ≥ 2NA/mλ0, 
která je shodná s první podmínkou (17). 
Horní limit prostorové frekvence difrakční mřížky vychází z rovnice (1) a z podmínky |sinJ| ≤ 1: 
fG ≤ 1/|nλ|. Čím však bude fG větší, tím budou proužky hologramu jemnější. K jejich rozlišení kamerou 
bude nutné zobrazit hologram na čip kamery s větším zvětšením, čímž se zmenší zorné pole. 
S rostoucím fG se bude také zužovat interval spektrální propustnosti mikroskopu (viz odst. 2.6). Je tedy 
žádoucí, aby prostorová frekvence difrakčního děliče (mřížky) byla co nejmenší. 
Mikroskop byl navržen pro čtyři shodné planachromatické objektivy s tubusovou délkou 160 mm, 
pro něž je l ≈ 150 mm. Střední vlnová délka λ0 = 650 nm byla zvolena blíže k dlouhovlnné části 
spektra vzhledem k preferované aplikaci mikroskopu pro pozorování biologických objektů, jelikož 
kratší vlnové délky mohou při použití výkonných zdrojů světla (zejména laserů) vyvolávat 
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autofluorescenci molekul obsažených např. v nitrobuněčných organelách, zejména v mitochondriích 
a lyzozomech.  
Na základě závěrů uvedených v odstavci 2.7 a s ohledem na maximální velikost zorného pole byla 
pro navržený mikroskop zvolena prostorová frekvence difrakčního děliče (G) fG = 71 mm-1. Odchylka 
J0 ≈ 2,7° větví interferometru pak byla stanovena podle vztahu (1). 
V tabulce 1 jsou uvedeny tři z běžně užívaných mikroskopových objektivů a jim odpovídající 
hodnoty těchto parametrů: průměr d vstupní pupily kondenzoru, mezní hodnota prostorové frekvence 
fG splňující podmínku (17) a pološířka intervalu účinné spektrální propustnosti mikroskopu vypočtená 
podle vztahu (22), viz odstavec 2.5. 
Tabulka 1. Parametry pro vybrané objektivy* 
pološířka účinné 
spektrální funkce mikroskopový objektiv 
(m / NA) 
d [mm] 
viz (18) 
fG [mm-1] 
viz (17) D0,5λ [nm] 
viz (22) 
interval [nm] 
viz (21) 
10×/0,25 7,5 77 282 (509, 791) 
10×/0,25 +6,9+ 71 263 (321, 979) 
20×/0,40 6,0 62 225 (537, 763) 
40×/0,65 4,9 50 184 (558, 742) 
* Průměr d vstupní pupily kondenzoru (výstupní p. objektivu) se zvětšením m 
a numerickou aperturou NA; dolní mezní hodnoty prostorové frekvence fG 
vyhovující podmínce (17); odhad pološířky (FWHM) intervalu účinné 
spektrální propustnosti mikroskopu, viz rovnici (22). 
+ plošný zdroj ve vstupní pupile kondenzoru vycloněn na průměr cca 7 mm. 
Z tabulky 1 je patrné, že pro zvolenou prostorovou frekvenci difrakční mřížky fG = 71 mm-1 není 
podmínka (17) splněna pro objektiv 10×/0,25, což má dva důsledky: 
· nultý řád při plném vysvícení vstupní pupily kondenzoru přesahuje její okraj asi o 0,6 mm. Tomu 
lze zabránit větším vycloněním plošného zdroje (S), tedy zmenšením apertury osvětlení, viz druhý 
řádek tabulky 1. 
· nesplnění holografické podmínky (16). Z obrázků 17 a 18 je patrný překryv oblastí nenulových 
hodnot prvního a třetího sčítance v rovnici (4). Důsledkem by mohla být deformace 
holografického zobrazení (obrazové komplexní amplitudy) nejvyšších prostorových frekvencí 
struktur orientovaných rovnoběžně s čarami difrakční mřížky. Hodnoty prvního sčítance 
zasahující do kruhového výřezu třetího sčítance naznačeného tečkovanou kružnicí v obrázku 17 
mají váhu nižší než 2 %. Lze proto očekávat, že se deformace ve výsledném zobrazení výrazně 
neprojeví. Navíc je výřez při holografické rekonstrukci násoben Hanningovou váhovou funkcí (viz 
odst. 2.3), která vliv prvního sčítance ještě utlumí. Předejít tomuto problému lze omezením 
spektrálního pásma osvětlení, nebo zmenšením apertury osvětlení. Vzhledem k nízké rozlišovací 
schopnosti objektivů 10×/0,25 není běžné jejich užití pro pozorování na mezi rozlišení a volí se 
objektivy s vyšší rozlišovací schopností, pro které již je podmínka (17) splněna (viz tabulku 1).  
2.5 Spektrální propustnost mikroskopu 
V odstavci 2.3 jsme pomocí směrových kosinů Λ vyjádřili vztahem (5) úhlovou disperzi primárního 
zobrazení zdroje světla (S) v ohniskové rovině kondenzoru v závislosti na vlnové délce osvětlení 
a prostorové frekvenci fG difrakční mřížky pro n-tý difrakční řád, tedy úhlové posunutí středu zdroje 
(S) ze středu pupily kondenzoru. Jelikož má mechanický otvor (vstupní pupila) kondenzoru konečnou 
velikost, bude jím omezena spektrální propustnost mikroskopu. V odstavci 2.4 jsme pro průměr 
vstupní pupily kondenzoru zavedli označení d. 
Předpokládejme, že osový bod zdroje zobrazený v prvním difrakčním řádu pro λ = λ0 leží ve středu 
pupily kondenzoru. Pak jeho posunutí p pro λ ≠ λ0 způsobené disperzí mřížky lze pro n-tý difrakční řád 
vyjádřit přibližným vztahem: 
p ≈ lΛ = ln(λ – λ0/|n|)fG,     (19)  
kde jsme za předpokladu malého úhlu DJ (pro J  viz vztah (1); DJmax = 2α’ = 3°, viz odst. 2.4) 
dosadili za tan(DJ) ≈ sin(DJ) = Λ.  
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Pro vlnovou délku λ = λ0 je p = 0 a vstupní pupily kondenzorů jsou vyplněny zobrazením téže části 
plošného zdroje (viz obr. 4a). Pro ostatní vlnové délky λ ≠ λ0 jsou zobrazení zdroje v obou pupilách 
posunuta o p, ale ve vzájemně opačných směrech (viz obr. 4b). Tím se do každé z pupil zobrazí 
poněkud odlišná část plošného zdroje. 
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Obrázek 4. Spektrální propustnost. Primární zobrazení plošného zdroje světla (vyznačeno 
šedě) se středy A, A’ v pupilách (vyznačeny plnou čarou) kondenzorů (C), průměr pupil je 
označen d, posunutí obrazu zdroje vlivem disperze je p: a) pro λ = λ0, b) pro λ > λ0. c) Účinná 
plocha zdroje vymezená okraji obou pupil (vyznačena plnou čarou) má čočkovitý tvar. 
Na vzniku interferenčních proužků a tvorbě holografického zobrazení se podílí pouze ta část plochy 
zdroje (účinná plocha), která je pro danou vlnovou délku zobrazena do obou pupil současně (viz 
obr. 4c nebo obr. 3 a také vztah (14)). Je to důsledek prostorové nekoherence plošného zdroje. 
Například body Z, Z’ v obr. 4b,c, které leží mimo účinnou plochu se na zobrazení nepodílejí. Světlo 
z nich vycházející pouze prochází interferometrem a snižuje kontrast výsledného interferenčního 
obrazce ve výstupní rovině (OP). 
Účinná plocha má lentikulární tvar šířky d – 2p (viz obr. 4c), takže interferenční obrazec vzniká 
pouze tehdy, platí-li |p| ≤ d/2. Pásmo účinné spektrální propustnosti mikroskopu pro první difrakční 
řád získáme dosazením této podmínky do rovnice (19): |λ – λ0| ≤ d/2lfG. Krajní hodnoty pásma účinné 
spektrální propustnosti udává vztah: 
λ ≈ λ0 ± d/2lfG = λ0 ± NA/mfG,     (20)  
kde jsme za d dosadili ze vztahu (18). Šířka pásma účinné spektrální propustnosti je tedy rovna 
2NA/mfG.  
Závislost účinné plochy zdroje na vlnové délce, kterou dostaneme integrací vztahu (14) p řes plochu 
zdroje, představuje účinnou spektrální funkci mikroskopu:  
U(λ, no, nr) = òò
-
¥
¥
E(Xs, λ, no, nr) d2Xs = òò
-
¥
¥
 A(Xs) A(Xs + Λ(nr)) A(Xs) A(Xs + Λ(no)) d2Xs. 
Je-li no = –nr = n, můžeme z integrálu vypustit funkci A(Xs) a účinnou spektrální funkci přepsat do 
tvaru: 
U(λ, n) = òò
-
¥
¥
E(Xs, λ, n) d2Xs = òò
-
¥
¥
 A(Xs – Λ(|n|)) A(Xs + Λ(|n|)) d2Xs =  
= òò
-
¥
¥
 A(Xs – Λ(|n|)) A(Xs – Λ(|n|) + 2Λ(|n|)) d2Xs = òò
-
¥
¥
 A(Y) A(Y + P) d2Y = A(P)0A(P). 
Při úpravě vztahu jsme použili substituci Y = Xs – Λ(|n|) a označili jsme P = 2Λ(|n|). Aperturní funkce 
A je nenulová na kruhové oblasti o poloměru NA/m. Její autokorelace tedy bude nenulová na kruhové 
oblasti, jejíž poloměr je P = 2NA/m, a tedy pro Λ(λ, |n|) < NA/m. Dosazením za Λ ze vztahu (5) 
dostáváme podmínku ||n|λ – λ0| < NA/mfG, která je pro n = 1 v souladu s (20). 
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Protože jde o autokorelaci funkce konstantní a nenulové na kruhové oblasti, odpovídá účinná 
spektrální funkce zcela formálně přenosové funkci pro ryze nekoherentní soustavu (průběh funkce viz 
např. v [1], kap. 9, str. 548). Tato funkce je sudá, nabývá svého maxima pro nulový argument 
a poloviny maxima dosahuje přibližně pro 2/5 mezní hodnoty argumentu. Účinná spektrální funkce 
mikroskopu tedy nabývá poloviční hodnoty pro |p| ≈ (2/5)(d/2) = d/5. Dosazením této hodnoty do 
rovnice (19) dostáváme: |λ – λ0| = d/5lfG. Krajní hodnoty intervalu (viz tabulku 1) jsou podobně jako 
ve vztahu (20) dány rovnicí:  
λ ≈ λ0 ± d/5lfG = λ0 ± 2NA/5mfG.    (21)  
Pološířka účinné spektrální funkce (viz tabulku 1) je pak dána rozdílem krajních hodnot tohoto 
intervalu a je rovna: 
Δ0,5λ ≈ 2d/5lfG = 4NA/5mfG.    (22)  
2.6 Vyšší difrakční řády a jejich vliv na kvalitu holografického zobrazení 
V odstavci 2.5 jsme uvažovali pouze o prvních difrakčních řádech vstupujících do pupil kondenzorů 
předmětové a referenční větve. Je tedy na místě pojednat také o ostatních difrakčních řádech 
přítomných za difrakční mřížkou a o jejich vlivu na výslednou interferenční strukturu (hologram).  
V odstavci 2.4 jsme podmínkou (17) zajistili, že do vstupních pupil kondenzorů nebude zasahovat 
primární zobrazení zdroje v nultém difrakčním řádu. Zbývá tedy vyšetřit vliv vyšších difrakčních řádů 
u nichž se pronikání do vstupní pupily kondenzoru nevyhneme.  
Z rovnice (1) plyne, že primární obrazy zdroje vyšších difrakčních řádů budou zobrazeny do místa 
prvního difrakčního řádu dané vlnové délky λ(1) pro vlnové délky n-tého řádu  
λ(n) = λ(1)/n,     (23)  
a to nezávisle na prostorové frekvenci difrakční mřížky fG nebo na průměru pupily d. Odtud pro n = 2 
plyne, že se do středu pupily kondenzoru zobrazí také primární obraz středu zdroje (S) ve druhém 
difrakčním řádu pro vlnovou délku λ = 325 nm, ve třetím difrakčním řádu (při n = 3) pro λ = 217 nm, 
atd. 
Jak bylo uvedeno v odstavci 2.5, k interferenci světla z téhož řádu dojde pouze tehdy, bude-li 
tentýž bod zdroje zobrazen současně v obou pupilách kondenzorů, což nastane pouze pro ty vlnové 
délky v daném difrakčním řádu, pro něž je osový bod primárního obrazu zdroje zobrazen do pupily 
kondenzoru. V tabulce 2 jsou dle vztahů (20) a (23) uvedena pásma účinné spektrální propustnosti pro 
první až třetí difrakční řád při průměru pupily d = 7 mm a pro frekvenci mřížky fG = 71 mm-1. 
Tabulka 2: Pásma spektrální propustnosti 
difrakční řád 
n 
pásmo účinné spektrální 
propustnosti [nm] 
viz (20) 
šířka pásma účinné 
spektrální 
propustnosti [nm] 
pásmo celkové 
propustnosti [nm] 
1 (320, 980) 660 (0, 1300) 
2 (160, 490) 330 (0, 650) 
3 (107, 327) 220 (0, 433) 
Prostorová frekvence fG = 71 mm-1, byla stanovena tak, že se primární obrazy zdroje sousedních řádů 
vycloněné na průměr d = 7 mm pro λ = λ0 právě dotýkají (viz odst. 2.4). Je tedy zřejmé, že do pupily 
kondenzoru bude zasahovat primární obraz plošného zdroje vytvořený druhým difrakčním řádem již 
pro vlnové délky λ < λ0 = 650 nm a podobně v případě třetího difrakčního řádu pro vlnové délky 
λ < 2λ0/3 = 433 nm, viz pásmo celkové propustnosti v tabulce 2. 
Interference mezi různými řády nastane dříve než v případě téhož řádu, protože se v pupilách 
kondenzorů vyskytnou dva odpovídající si body zdroje ihned, jakmile se vyšší z řádů zobrazí do 
pupily (viz obr. 5). Interference mezi mínus druhým a prvním, resp. mínus prvním a druhým 
difrakčním řádem tedy nastane pro λ < 650 nm. Současně bude pro tyto vlnové délky docházet 
k interferenci mezi prvním a druhým, resp. mínus prvním a mínus druhým řádem. Podobně lze 
uvažovat i o třetím difrakčním řádu. 
Z intervalů uvedených v tabulce 2 je patrné, že o vlivu difrakčních řádů vyšších než třetích nemá 
smysl uvažovat, protože spektrální intenzita halogenové lampy a propustnost optických prvků klesá 
k nule pro vlnové délky kratší než 400 nm, viz obrázek 6, kde je plnou čarou znázorněna naměřená 
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spektrální intenzita K0 světla vystupujícího z halogenového zdroje a čárkovanou čarou naměřená 
spektrální intenzita K1 světla z téhož zdroje po průchodu mikroskopovým objektivem 20×/0,4. 
-2. řád 1. řád 2. řád
-2. a 1. řád
vstupní pupily 
kondenzorů 1. a 2. řád
-1. řád
400
nm
500
nm
600
nm
 
Obrázek 5. Vyšrafované oblasti značí účinné plochy zdroje světla pro 1. a 2. řád 
a –2. a 1. řád difrakční mřížky pro tři různé vlnové délky osvětlení. 
 
 
 
Obrázek 6. Normovaná spektrální intenzita (K0) halogenové lampy a normovaná spektrální 
intenzita (K1) světla z halogenové lampy po průchodu mikroskopovým objektivem 20×/0,4 
(Lambda Praha). Spektrální intenzity byly naměřeny spektrometrem SD2000, Ocean Optics. 
 
Dále se tedy budeme zabývat pouze druhým a třetím difrakčním řádem. K tomu je zapotřebí upřesnit, 
jaké vlastnosti má difrakční mřížka použitá jako dělič svazku v interferometru popisovaného 
holografického mikroskopu. 
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2.6.1 Technické parametry difrakční mřížky 
Jak bylo uvedeno v odstavci 2.1, je použitá difrakční mřížka (G) fázová. Z teorie difrakce plyne 
(viz odst. 3.5 [68]) že, pro tzv. fázové mřížky s profilem „cimbuří“, s propustností 1 a –1, jejichž 
proužky (prohlubně a výstupky) střídavě neposouvají, resp. posouvají fázi o π a jsou stejně široké, 
mají všechny sudé difrakční řády včetně nultého řádu nulovou intenzitu. To samozřejmě platí pouze 
pro ty vlnové délky, pro něž je propustnost mřížky 1 a –1. Pro ostatní vlnové délky, pro něž platí, že 
propustnost mřížky je v absolutní hodnotě rovna jedné, má nultý řád obecně nenulovou intenzitu, 
zatímco ostatní sudé řády zůstávají nulové. 
Abychom získali představu o poměru intenzit v jednotlivých difrakčních řádech, vypočteme 
spektrální intenzitu nultého až třetího difrakčního řádu pro mřížku s výše popsanými parametry. 
Mřížku, kterou používáme k dělení osvětlovacího svazku do větví interferometru holografického 
mikroskopu vyráběl Mgr. František Matějka na Ústavu přístrojové techniky AV ČR v Brně. 
Na skleněné destičce o tloušťce 3 mm je nanesena vrstva PMMA (polymethylmethakrylát) s indexem 
lomu nPMMA = 1,49 (výrobce neuvádí závislost indexu lomu na vlnové délce), o tloušťce h, ve které 
byla elektronovým litografem vytvořena mřížková struktura s periodou a a profilem viz obrázek 7. 
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Obrázek 7. Profil difrakční mřížky a její funkce propustnosti. 
 
Skleněnou destičku v dalším textu nebudeme uvažovat a slovem mřížka budeme označovat pouze 
vrstvu tloušťky h tvořenou střídajícími se pásky PMMA a pásky vzduchu s obdélníkovými profily 
o stranách a/2 a h. Index lomu vzduchu uvažujeme roven jedné. Tloušťka h musí být taková, aby 
fázový rozdíl 
φ = 2πh(nPMMA – 1)/λ     (24)  
mezi paprskem p1 procházejícím vzduchem a paprskem p2 procházejícím PMMA (viz obr. 7) byl pro 
λ = λ0 roven lichému násobku π: 
φ = 2πh(nPMMA – 1)/λ0 = (2q + 1)π, 
kde q = 0, 1, 2, ... je parametr určující tloušťku vrstvy PMMA. Úpravou dostáváme 
h(nPMMA – 1) = (2q + 1)λ0/2 
a dosazením do (24) 
φ = (λ0/λ)(2q + 1)π.     (25)  
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Předpokládáme-li, že amplitudová propustnost pro vrstvu vzduchu je rovna jedné a pro vrstvu PMMA 
je rovna t, přičemž 0 ≤ t ≤ 1, můžeme funkci propustnosti g(x1) mřížky popsat takto: 
g(x1) = 1  pro pásek vzduchu 
g(x1) = t exp(iφ)  pro pásek PMMA. 
Pro nekonečnou mřížku lze funkci g(x1) vyjádřit takto: 
g(x1) = c + v[2∑b rect((x1 – ba)/(a/2)) – 1], 
přičemž c + v = 1 a c – v = t exp(iφ), viz obrázek 7, a tedy: 
c = [1 + t exp(iφ)]/2 
v = [1 – t exp(iφ)]/2 
Speciální případ pro v = 1 a c = 0 je uveden v [68], odst. 3.5.3. Funkce g(x1) je periodická s periodou a 
a lze ji vyjádřit Fourierovou řadou [69]: 
g(x1) = c + 2v/π∑w (–1)w/(2w + 1) exp[i2π(2w + 1)x1/a] 
a její Fourierova transformace má tvar: 
   G(X1) = cδ(X1) + 2v/π∑w (–1)w/(2w + 1) δ(X1 – (2w + 1)2π/ka) = 
= cδ(X1) + 2vδ(X1 – 2π/ka)/π – 2vδ(X1 – 6π/ka)/3π – ... 
    0. řád  1. řád                   3. řád        5. řád 
Konstanty A, B a k volíme stejně jako v odst. 2.3: k = 2π/λ, B = 1 a A = 1/λ. Všechny sudé řády kromě 
nultého jsou nulové. Vyjádříme nyní spektrální intenzity nultého, prvého a třetího difrakčního řádu 
obecně a také pro případ, kdy t = 1 a za φ dosadíme z rovnice (25). 
I0(t) = |G(X1 = 0)|2 = cc* = [(1 – t)2 + 4tcos2(φ/2)]/4,   (26) 
I0(t = 1) = cos2(φ/2) = cos2[(2q + 1)πλ0/2λ], 
I1(t) = |G(X1 = 2π/ka)|2 = 4vv*/π2 =  4[(1 + t)2 – 4tcos2(φ/2)]/π2, 
I1(t = 1) = 16sin2(φ/2)/π2 = 16sin2[(2q + 1)πλ0/2λ]/π2, 
I3(t) = |G(X1 = 6π/ka)|2 = I1/9. 
Spektrální intenzity pro λ0 = 650 nm a t = 1 normované na maximální hodnotu v prvním difrakčním 
řádu jsou zakresleny v obrázku 8, a to pro nultý I0, první I1 a třetí I3 difrakční řád dle rovnic (26) pro: 
a) q = 0 a b) q = 2.  
 
 
Obrázek 8. Spektrální intenzity nultého I(0), prvního I(1) a třetího I(3) difrakčního řádu dle 
rovnic (26) pro λ0 = 650 nm a pro: a) q = 0 a b) q = 2, normované na maximální hodnotu 
v prvním difrakčním řádu. 
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Numericky vypočtené střední hodnoty E(In) spektrálních intenzit nultého (n = 0), prvního (n = 1) 
a třetího (n = 3) difrakčního řádu na intervalu (400–800) nm jsou uvedeny v tabulce 3 pro různé 
hodnoty parametru q. Střední hodnota intenzity prvního (a třetího) difrakčního řádu je nevyšší pro 
q = 0 a současně, při této hodnotě parametru q, je střední hodnota intenzity nultého difrakčního řádu 
nejnižší. Pro vyšší hodnoty parametru q klesá střední hodnota intenzity prvního a třetího difrakčního 
řádu a současně roste střední hodnota intenzity nultého difrakčního řádu (viz také obr. 8). Je tedy 
zřejmé, že nejvhodnější hodnotou parametru q je q = 0. 
Tabulka 3* 
 q = 0 q = 1 q = 2 q = 10 
E(I0) 0,09 0,25 0,31 0,31 
E(I1) 0,86 0,60 0,50 0,50 
E(I3) 0,10 0,07 0,06 0,06 
* Střední hodnoty E(In) intenzit nultého, prvního a třetího 
difrakčního řádu na intervalu vlnových délek 
(400 ≤ λ ≤ 800) nm pro různé hodnoty parametru q. 
Jako difrakční dělič svazku pro CCHM byla navržena mřížka výše uvedených vlastností pro 
λ0 = 650 nm a q = 0, tj. h = 663 nm. Technická realizace návrhu se však ukázala býti problematickou, 
viz obrázek 9. Horní polovina obrázku náleží mřížce s prostorovou frekvencí fG = 71 mm-1. Je zde 
náhled na strukturu mřížky (obr. 9a) a pod ním dva difrakční obrazce, první pro osvětlení 
s interferenčním filtrem 650 nm s pološířkou 10 nm (obr. 9b), druhý pro bílé světlo (obr. 9c). V dolní 
polovině obrázku jsou analogické snímky pro mřížku s prostorovou frekvencí fG = 150 mm-1. 
Na obou snímcích (obr. 9a,f) je patrná nepravidelnost mřížkové struktury, která je výraznější 
u mřížky s prostorovou frekvencí fG = 150 mm-1 – střih proužků se negativně projeví zejména 
ve fázovém zobrazení. V obrázku 9f není šířka pásků PMMA a pásků vzduchu shodná, což má 
za následek nenulovost sudých difrakčních řádů (viz obr. 9d,e). Pásky PMMA jsou zobrazeny jako 
čistší oblasti v obou snímcích v obrázku 9a,f. Pásky vzduchu obsahují zbytky PMMA na skleněném 
substrátu, které nebyly dokonale odstraněny, a které se po čase projevily jako koroze mřížky, 
pravděpodobně v důsledku stárnutí této hmoty, nebo vlivem okolního prostředí. Výrazná koroze 
je v obrázku 9a. 
Z obrázků 9b,c je patrné, že druhý a čtvrtý difrakční řád jsou téměř nulové. Nultý řád v obrázku 9c 
je zbarven do modra, což je v souladu s grafem na obrázku 8a. Nenulová intenzita nultého řádu 
v obrázku 9b je pravděpodobně důsledkem nestejné amplitudové propustnosti pásků PMMA a pásků 
vzduchu (vlivem koroze) u mřížky na obrázku 9a. 
Analýzou vlastností difrakční mřížky použité jako děliče svazku v interferometru navrženého 
mikroskopu jsme došli k závěru, že vliv druhých difrakčních řádů lze zanedbat, pokud bude difrakční 
mřížka dostatečně kvalitní. Zbývá tedy vypořádat se s třetím difrakčním řádem. 
Třetí difrakční řád 
Porovnáním pásma účinné spektrální propustnosti pro třetí difrakční řád (viz tabulku 2) a spektrální 
intenzity světla halogenové lampy prošlého mikroskopovým objektivem (křivka K1 na obr. 6) vidíme, 
že jejich průnik je nulový, takže k interferenci třetích difrakčních řádů ve výstupní rovině 
interferometru nedojde. Zřejmě ale bude docházet k interferenci třetích řádů s prvními, případně 
s druhými difrakčními řády, nebudou-li nulové. 
Abychom získali představu o poměru intenzit jednotlivých difrakčních řádů prošlých kondenzorem 
do předmětové roviny objektivu, vynásobíme křivky I0, I1 a I3 z grafu na obr. 8a popsané rovnicemi 
(26) naměřenou spektrální intenzitou světla halogenové lampy prošlého mikroskopovým objektivem 
reprezentovanou křivkou K1 v obr. 6. Dostaneme tak křivky relativních spektrálních intenzit nultého 
(K2), prvního (K3) a třetího (K4) difrakčního řádu (viz obr. 10). Na obrázku 10 je pro srovnání 
zakreslena i křivka K1. Tamtéž jsou zakresleny spektrální závislosti celkové plochy zdroje zobrazené 
do pupily kondenzoru pro první difrakční řády (K5) a pro třetí difrakční řády (K6) mřížky 
s prostorovou frekvencí fG = 71 mm-1 a pro průměr pupily d = 7 mm (pro ilustraci viz obr. 4b a srov. 
pásmo celkové propustnosti v tabulce 2) a dále spektrální závislost účinné plochy zdroje pro první 
difrakční řád (křivka K7), viz také barevné plochy v obrázku 3 a funkci U(λ, n = 1) v odstavci 2.5. 
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Obrázek 9. Náhled na strukturu (a,f) a difrakční obrazce (b–e) dvou různých mřížek: první  
(a–c) s fG = 71 mm-1, druhé (d–f) s fG = 150 mm-1. Obr. b,d: λ = 650 nm, obr. c,e: bílé světlo. 
V obr. a,f je patrný střih proužků, který se negativně projeví zejména ve fázovém zobrazení. 
Poměr proužků v obr. f není 1:1, což má za následek nenulovost sudých difrakčních řádů, viz 
obr. d,e. Mřížky byly zobrazeny mikroskopem Nikon Eclipse L150 s objektivem 100×/0,9 
a snímány kamerou Olympus DP50 v rozlišení 1392 pixelů × 1040 pixelů. Difrakční obrazce 
vytvořené na stínítku byly vyfotografovány digitálním fotoaparátem Canon PowerShot S3. 
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Obrázek 10. Křivka K1: normovaná spektrální intenzita světla z halogenové lampy po 
průchodu mikroskopovým objektivem; relativní spektrální intenzity nultého (K2), prvního 
(K3) a třetího (K4) difrakčního řádu mřížky s fG = 71 mm-1 vypočtené jako součin křivky K1 
a vztahů (26) pro q = 0; spektrální závislost plochy zdroje zobrazené do pupily kondenzoru pro 
první (K5) a třetí (K6) difrakční řád mřížky s fG = 71 mm-1 a pro d = 7 mm; spektrální závislost 
(K7) účinné plochy zdroje zobrazené do pupily kondenzoru pro první difrakční řád pro 
fG = 71 mm-1 a d = 7 mm. 
 
 
Obrázek 11. Křivka K1: normovaná spektrální intenzita světla z halogenové lampy po 
průchodu mikroskopovým objektivem; křivka K2: relativní spektrální intenzita nultého 
difrakčního řádu mřížky s fG = 71 mm-1; křivka K8: celková spektrální propustnost mikroskopu 
v prvním difrakčním řádu (součin K3 a K5); křivka K9: relativní spektrální intenzita třetího 
difrakčního řádu je prakticky nulová – hodnoty řádu 10-5 (součin K4 a K6); křivka K10: účinná 
spektrální propustnost mikroskopu v prvním difrakčním řádu (součin K3 a K7).  
Pro K3–K7 viz obr. 10. 
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Křivky K5, K6 a K7 jsou vypočtené podle normovaných vztahů jako dvojnásobek obsahu kruhové 
úseče, která má v případě křivek K5 a K6 výšku (d – p)/2 a poloměr d/2: 
Scelková = 2/π[arccos(p/d) – (p/d2) √(d2 – p2)], 
a v případě křivky K7 má kruhová úseč poloměr také d/2, ale výšku d/2 – p: 
Súčinná = 2/π[arccos(2p/d) – (2p/d2) √(d2 – 4p2)], 
kde p je vypočteno podle vztahu (19).  
V křivkách K3 a K4 není zohledněn vliv křivek K5 a K6. To je učiněno až v obrázku 11, viz křivku 
K8 (součin K3 a K5) a křivku K9 (součin K4 a K6). Křivka K8 představuje spektrální propustnost 
mikroskopu v prvním difrakčním řádu a podobně křivka K9 ve třetím difrakčním řádu. K9 je však 
prakticky nulová (hodnoty řádu 10-5), takže lze říci, že křivka K8 představuje výslednou spektrální 
propustnost mikroskopu, avšak za předpokladu, že nultý difrakční řád nevstupuje do předmětové 
pupily kondenzoru, čehož lze dosáhnout vhodným vycloněním primárního obrazu plošného zdroje na 
průměr d < 7 mm. 
Spektrální intenzita nultého difrakčního řádu K2 zůstává stejná jako v obrázku 10, jelikož v nultém 
řádu nedochází k disperzi a k příčnému posunutí obrazů plošného zdroje pro různé vlnové délky 
a tudíž se nemění ani plocha zdroje. Pro srovnání je v obrázku 11 opět zakreslena křivka K1. Poslední 
křivka (K10) je, podobně jako křivka K8, součinem křivky K3, tentokráte však se spektrální závislostí 
účinné plochy zdroje pro první difrakční řád, tj. s křivkou K7 a představuje tedy účinnou spektrální 
propustnost mikroskopu. 
V tomto odstavci jsme ukázali, že je nutné věnovat zvýšenou pozornost kvalitě difrakční mřížky 
použité pro dělení osvětlovacího svazku do větví interferometru. Je-li mřížka dobré kvality, bude vliv 
vyšších difrakčních řádů (druhého a třetího) na výsledné zobrazení zanedbatelný. Z obrázku 11 je 
patrné, že krom prvního difrakčního řádu (křivka K8) je významný pouze nultý řád (křivka K2) a je 
proto žádoucí navrhnout interferometr tak, aby nultý difrakční řád nevstupoval do vstupní pupily 
kondenzoru. 
2.7 Spektrum prostorových frekvencí hologramu 
Jak jsme již v předchozím textu několikrát zmínili a jak vyplývá ze vztahu (5), jsou primární obrazy 
plošného zdroje ve vstupní pupile kondenzoru stranově posunuté vlivem disperze difrakční mřížky. 
Pro vlnové délky λ ≠ λ0 je účinná plocha zdroje redukována na čočkovitou oblast popsanou funkcí 
E(Xs, λ), viz vztah (14) v odst. 2.3. Účinné plochy pro NA/m = 0,023, λ0 = 650 nm a  fG = 71 mm-1 
ilustruje obrázek 3. 
V tomto odstavci popíšeme důsledky příčných posunutí primárních obrazů zdroje na spektrum 
prostorových frekvencí přenesených objektivem do jeho obrazové roviny. Vyjdeme z rovnice (15), 
která vyjadřuje úhlové spektrum funkce propustnosti pozorovaného vzorku vážené korelací E0A. 
Korelace E0A je funkcí vlnové délky λ osvětlení. Váha prostorových frekvencí pozorovaného 
předmětu přenesených do obrazové roviny objektivu tedy bude různá pro plošné zdroje různé vlnové 
délky. Naším cílem v tomto odstavci tedy bude nalézt funkci, která by popisovala výslednou váhu 
obrazového spektra prostorových frekvencí pozorovaného předmětu pro širokopásmový plošný zdroj 
osvětlení.  
Nejprve se zaměříme na určení oblasti nenulových hodnot korelace E0A. Z integrálu na pátém 
řádku (15), který popisuje uvedenou korelaci, je s pomocí obrázku 12 patrné, že střed oblasti 
nenulových hodnot korelace E0A (čárkovaná čára), tedy také úhlového spektra, je pro λ < λ0 posunut 
směrem k vyšším hodnotám směrových kosinů a tedy k vyšším prostorovým frekvencím. Pro λ > λ0 je 
situace opačná. 
Ke stejnému výsledku dojdeme úvahou o možných hodnotách vektoru rozptylu Xg. Libovolný bod 
primárního zobrazení účinné plochy zdroje ve vstupní pupile kondenzoru předmětové větve osvětlí 
pozorovaný vzorek rovnoběžným svazkem paprsků. Na vzorku dojde k rozptylu osvětlovacího svazku 
do všech směrů, z nichž jsou objektivem zachyceny pouze ty směry, které svírají s osou objektivu úhel 
menší než je aperturní úhel objektivu. Ve výstupní pupile objektivu předmětové větve vzniká jak 
sekundární zobrazení zvoleného bodu účinné plochy zdroje světlem ve vzorku nerozptýleným (viz bod 
U v obr. 13), tak zobrazení odchýlená z původní polohy rozptylem osvětlovacího svazku ve vzorku. 
Tyto stopy se mohou objevit kdekoli ve výstupní pupile objektivu (viz body Ux). Jejich poloha závisí 
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na přítomnosti prostorových frekvencí ve vzorku – vyšším prostorovým frekvencím odpovídá větší 
odchylka stopy. 
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Obrázek 12. K výkladu korelace E0A, viz vztah (15). E je funkce účinné plochy zdroje 
(čočkovitá oblast), A je aperturní funkce (kruhová oblast), viz horní část obrázku. V dolní části 
obrázku je čárkovanou čarou nakreslena hranice oblasti nenulových hodnot korelace E0A 
(vejčitá oblast) pro a) λ < λ0 a b) λ > λ0. 
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Obrázek 13. Sekundární zobrazení účinné plochy zdroje světla ve výstupní pupile objektivu. 
U.. bod účinné plochy odpovídající osvětlovacímu svazku paprsků, body Ux odpovídající 
svazkům paprsků rozptýleným pozorovaným předmětem v rámci aperturního úhlu objektivu. 
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Obrázek 14. a) výstupní pupily objektivů referenční a předmětové větve,  
b)–d) konstrukce hranice oblasti nenulových hodnot úhlového spektra. 
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Vektor Xg = (Ux – U) určuje velikost a směr prostorové frekvence vzorku přenesené objektivem do 
jeho obrazové roviny. Z obr. 13 je patrné, že maximální prostorová frekvence v daném směru je 
omezena okrajem výstupní pupily objektivu a pro různé body U účinné plochy zdroje bude různá. 
Mezní hodnoty prostorové frekvence v daném směru dosáhneme při osvětlení okrajovými body účinné 
plochy zdroje. Tyto mezní hodnoty určují hranici oblasti nenulových hodnot úhlového spektra. 
Konstrukci hranice vysvětlíme za pomoci obrázku 14. 
V obrázku 14a jsou zakresleny výstupní pupily objektivů referenční a předmětové větve 
(ve směrových kosinech) o průměrech 2NA/m (plné tenké kružnice), čárkovanými kružnicemi jsou 
naznačeny sekundární obrazy plošného zdroje pro vlnovou délku λ > λ0 a plnou silnou čarou je 
vyznačena účinná plocha zdroje s okrajem o. Libovolný bod U sekundárního obrazu účinné plochy 
zdroje ve výstupní pupile objektivu referenční větve společně s jemu odpovídajícím bodem U 
sekundárního obrazu účinné plochy zdroje ve výstupní pupile objektivu předmětové větve vytvoří ve 
výstupní rovině (OP) interferometru interferenční proužky s prostorovou frekvencí fOP = XOP/λ. 
V případě bodu U referenční větve a koherentního bodu Ux předmětové větve (viz obr. 13) bude 
prostorová frekvence větší nebo menší než fOP v závislosti na směru vektoru Xg. Každému bodu U 
účinné plochy ve výstupní pupile objektivu předmětové větve tedy přísluší tentýž vektor XOP. 
Umístíme-li bod U do bodu XOP, ohraničuje kružnice o průměru 2NA/m, která odpovídá pupile 
objektivu, úhlové spektrum příslušné bodu U. Bude-li bod U okrajovým bodem účinné plochy zdroje 
(viz obr. 14b–d), vytvoří obálka všech kružnic odpovídajících pupile objektivu hranici oblasti 
nenulových hodnot úhlového spektra pro danou vlnovou délku (silná čárkovaná čára). Tato hranice je 
shodná s hranicí na obrázku 12. 
Na obrázku 15 jsou zobrazeny hranice oblastí nenulových hodnot úhlových spekter pro různé 
vlnové délky. Pro λ = λ0 = 650 nm tvoří hranici kružnice o průměru 4NA/m. Přepočteme-li úhlová 
spektra na prostorové frekvence (vynásobením faktorem 1/λ), dostaneme hranice oblastí nenulových 
hodnot spektra prostorových frekvencí přítomných v obrazové rovině objektivu pro jednotlivé vlnové 
délky. Tyto hranice jsou zakresleny čárkovaně v obrázku 16. Horní obrázek znázorňuje hranice pro 
λ ≥ λ0, dolní obrázek totéž pro λ ≤ λ0. Obálka těchto hranic vymezuje oblast nenulových hodnot spektra 
prostorových frekvencí pro dané spektrum vlnových délek určené účinnou spektrální propustností 
holografického mikroskopu, viz obrázek 11. Z obrázku 16 je patrné, že na tvar obálky mají vliv pouze 
vlnové délky λ ≤ λ0 (jsou-li přítomny). 
U mikroskopů, kde primární zobrazení plošného zdroje světla ve vstupní pupile kondenzoru nejsou 
příčně posunuta vlivem úhlové disperze osvětlení, jsou oblasti nenulových hodnot prostorových 
frekvencí kružnice o poloměru R = 2NA/mλ pro všechny vlnové délky (viz tenké plné kružnice 
v obr. 16). Obálkou těchto hranic je tedy kružnice o poloměru Rmax = 2NA/mλmin. Výsledná rozlišovací 
schopnost objektivu však nedosahuje této mezní hodnoty – jak je patrno z obrázku 16, nejvyšší 
prostorové frekvence přenesené světlem nejkratší vlnové délky nejsou přítomny při osvětlení světlem 
s delší vlnovou délkou. Navíc je nutné uvažovat difrakčně limitovaný objektiv pro nějž se uvádí 
rozlišovací schopnost podle Rayleighova kritéria. Nejvyšší rozlišitelná prostorová frekvence 
v obrazové rovině je podle Rayleigho rovna: 1,64NA/mλ. Za vlnovou délku se obvykle dosazuje 
λ = 550 nm, při které dosahuje spektrální intenzita halogenové lampy maximální hodnoty (viz obr. 6).  
V důsledku příčných posunutí primárních obrazů zdroje ve vstupních pupilách kondenzorů tedy 
dochází k omezení spektra prostorových frekvencí pozorovaného předmětu přenesených objektivem 
do jeho obrazové roviny při osvětlení světlem vlnové délky λ ≠ λ0, viz obrázek 16. Čárkované hranice 
oblastí vymezují obor nenulových hodnot korelace E0A. Hodnoty korelace pro různé vlnové délky 
určují váhy zastoupených prostorových frekvencí. Sečteme-li tyto váhy prostorových frekvencí přes 
všechny vlnové délky v rámci spektrálního pásma osvětlení a budeme-li sčítance vážit spektrální 
intenzitou osvětlení v prvním difrakčním řádu mřížky (G) (křivka K3, obr.10), dostaneme výslednou 
váhovou funkci prostorových frekvencí obrazového spektra hologramu (třetího sčítance v rovnici (4)), 
viz vrstevnice v obrázku 17 okolo nosné prostorové frekvence fOP. Vrstevnice (půlkružnice) okolo 
bodu [0, 0] představují výslednou váhovou funkci autokorelace obrazového spektra prostorových 
frekvencí pozorovaného předmětu, tj. prvního sčítance v rovnici (4). Viz také obrázek 18.  
Výpočet korelací a váhových funkcí byl proveden numericky pro NA/m = 0,023, fG = 71 mm-1 
λ0 = 650 nm a  pro vlnové délky z intervalu (400 ≤ λ ≤ 850) nm s krokem přibližně 9 nm.  
Vzhledem k nízkým hodnotám vah v okrajových oblastech obou výsledných váhových funkcí (viz 
obr. 17) je vhodné zvolit určitou prahovou hodnotu (zvolili jsme 2 %, viz obr. 17) pod níž budeme 
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Obrázek 15.  Hranice oblastí nenulových hodnot úhlových spekter pro různé vlnové délky pro 
NA/m = 0,023, λ0 = 650 nm a  fG = 71 mm-1. 
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Obrázek 16. Čárkovaně jsou vyznačeny hranice oblastí nenulových hodnot spektra 
prostorových frekvencí přítomných ve výstupní rovině interferometru pro NA/m = 0,023, 
λ0 = 650 nm a  fG = 71 mm-1. Horní obrázek pro λ ≥ λ0, dolní obrázek pro λ ≤ λ0. Každá z křivek 
odpovídá jedné vlnové délce a každé křivce přísluší jedna kružnice o poloměru R = 2NA/mλ, 
která by určovala oblast nenulových hodnot prostorových frekvencí nebýt úhlové disperze 
osvětlení způsobené difrakčním děličem svazku.  
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Obrázek 17. Vrstevnicový graf zobrazující normovanou výslednou váhovou funkci 
prostorových frekvencí hologramu, resp. prvního a třetího sčítance v rovnici (4) pro 
NA/m = 0,023, λ0 = 650 nm, (400 ≤ λ ≤ 850) nm a  fG = 71 mm-1. Tečkované kružnice značí 
zvolený práh pod nímž lze považovat váhy prostorových frekvencí za nulové a tyto prostorové 
frekvence nezahrnovat do výřezu při rekonstrukci komplexní amplitudy zobrazení. 
 
 
Obrázek 18. Profil váhové funkce z obrázku 17 podél osy x na souřadnici y = 0. 
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váhu prostorových frekvencí považovat za nevýznamnou. Tečkované kružnice vymezují oblasti 
významných hodnot prostorových frekvencí. Průnik těchto oblastí musí být nulový, aby bylo možné 
obě spektra separovat a rekonstruovat amplitudu a fázi předmětové vlny (viz odst. 2.3).  
Z obrázku 17 plyne, že výřez obrazového spektra prostorových frekvencí bude kruhový, jeho střed 
bude na souřadnici [152, 0] mm-1 a jeho poloměr bude 71 mm-1. Nosná frekvence fOP = 142 mm-1 tedy 
nebude ležet ve středu kruhového výřezu. Přenos prostorových frekvencí v tomto mikroskopu proto 
bude mírně anizotropní. 
Nenulové hodnoty autokorelace (půlkružnic v obr. 17) zasahující do výřezu obrazového spektra 
prostorových frekvencí lze zanedbat, jelikož je výřez při holografické rekonstrukci násoben 
Hanningovou váhovou funkcí (viz odst. 2.3), která vliv autokorelace výrazně utlumí. 
Na základě uvedených předpokladů lze za pomoci obrázku 17 formulovat podmínku (16): 
fOP ≥ 4NA/mλ0. 
Maximální prostorová frekvence přítomná v hologramu ve výstupní rovině interferometru má dle 
obrázku 17 hodnotu 
fmax = 223 mm-1 = 3,14fG = 6,28NA/mλ0.    (27)  
2.8 Výstupní objektiv a zorné pole 
Zbývá určit zvětšení mOL a numerickou aperturu NAOL výstupního objektivu (OL). V předchozím 
odstavci jsme určili nejvyšší prostorovou frekvenci fmax hologramu ve výstupní rovině interferometru, 
kterou je nutno digitálně zaznamenat. 
Vzorkovací frekvence detektoru by měla být minimálně 2,3-krát vyšší [51] než hodnota fmax. 
Označíme-li prostorovou frekvenci obrazových bodů (pixelů) detektoru fD, musí platit: 
fD ≥ 2,3fmax/mOL = 2,3(3,14fG)/mOL.   (28)  
Úpravou rovnice (28) dostáváme podmínku: 
mOL ≥ 7,22fG/fD.     (29)  
Použitý detektor (digitální kamera) má čtvercové pixely o velikosti 6,45 μm, tedy vzorkuje s frekvencí 
fD  = 155 mm-1 a podmínka (29) pro fG = 71 mm-1 dává mOL ≥ 3,3. 
Numerická apertura NAOL výstupního objektivu (OL) musí být dostatečně velká, aby obsáhla 
všechny paprsky procházející výstupní rovinou (OP) interferometru, které pak v obrazové rovině 
výstupního objektivu sjednocené s rovinou detektoru interferují a vytvářejí opět hologram.  
Pomocí směrových kosinů vyjádříme maximální sklon svazků vstupujících do výstupní roviny 
interferometru jako součet směrových kosinů sklonu větví interferometru a průměru výstupní pupily 
objektivu:  
NAOL ≥ fG λ0 + NA/m.       (30)  
Mezní hodnota daná podmínkou (30) pro objektivy uvedené v tabulce 1 je: NAOL ≥ 0,07. 
Jako výstupní objektiv (OL) jsme použili standardní mikroskopový objektiv 4×/0,12, 160/–, tj. 
mOL = 4, NAOL = 0,12, který splňuje obě podmínky (29) a (30). Zorné pole ve výstupní rovině (OP) má 
s tímto objektivem velikost 2,2 mm × 1,7 mm (úhlopříčka 2,8 mm). Podmínka (30) umožňuje použít 
objektiv s menším zvětšením. Prakticky jej však nelze použít, protože by zorné pole přesahovalo 
okraje difrakční mřížky, kterou máme v současné době k dispozici a jejíž velikost je 3 × 3 mm2. 
Nakonec porovnejme nároky holografického mikroskopu na výstupní zvětšení a velikost zorného 
pole s případem nekoherentního zobrazení v konvenčním mikroskopu. Pokud by prostorová frekvence 
mřížky právě splňovala podmínku (17) a tudíž by platila rovnost fG = 2NA/mλ0, bude dle (27) 
fmax = 6,28NA/mλ0. Nejvyšší prostorová frekvence v obrazové rovině objektivu při konvenčním 
nekoherentním zobrazení je naproti tomu rovna 2NA/mλmin. Spočteme-li pro konvenční případ 
přenosovou funkci stejným způsobem, jakým jsme postupovali při výpočtu funkcí na obrázku 17, tj. 
i pro stejný interval vlnových délek, a zvolíme-li stejnou prahovou hodnotu 2 % pod níž budeme váhu 
prostorových frekvencí považovat za nulovou, bude fmax = 77 mm-1 = 2,18NA/mλ0. Přenosová funkce 
bude téměř shodná s autokorelací uvedenou na obr. 17, popsanou vztahem (13). V případě 
konvenčního mikroskopu se bude jednat pouze o autokorelaci aperturní funkce A(Xs), tedy bez váhy 
autokorelace A(Xs) A(Xs + Λ(no)), jak tomu je v případě popsaném vztahem (13).  
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Ze vztahu (28): fD ≥ 2,3fmax/mOL plyne, že při konvenčním zobrazení s fmax = 77 mm-1 bychom měli 
obraz na zde uvedenou kameru s fD  = 155 mm-1 zvětšit 1,15-krát, abychom dostatečně navzorkovali 
nejvyšší prostorové frekvence. 
Porovnáním fmax pro navržený mikroskop a pro konvenční mikroskop dojdeme k poměru 2,9:1. 
Zobrazení holografickým mikroskopem tudíž v mezním případě vyžaduje přibližně trojnásobné (nebo 
větší) zvětšení a plocha zorného pole je tedy devětkrát (nebo vícekrát) menší oproti běžnému 
mikroskopu. 
2.9 Velikost plošného zdroje a kontrast interferenčních proužků 
Negativním důsledkem použití plošného zdroje světla je pokles kontrastu interferenčního obrazce 
směrem k okrajům zorného pole [4]. Zorné pole ve výstupní rovině je primárně omezeno účinnou 
plochou difrakční mřížky (G), která je v našem případě čtvercová s hranou délky 3 mm. Ačkoliv je 
velikost zorného pole určena velikostí detektoru, jehož úhlopříčka má ve výstupní rovině velikost 
2,8 mm (viz odst. 2.8), budeme v tomto odstavci uvažovat plnou velikost, tedy 3 × 3 mm2, protože 
detektor je obvykle natočen kolem optické osy tak, že interferenční struktura (proužky) hologramu je 
kolmá k jedné z úhlopříček detektoru. V této poloze jsou totiž nejlépe navzorkovány nejvyšší 
prostorové frekvence. 
Abychom zjistili příčinu poklesu kontrastu interferenční struktury na okrajích zorného pole, 
budeme uvažovat monochormatický, prostorově nekoherentní zdroj o vlnové délce λ = λ0, který vyplní 
celou vstupní pupilu kondenzoru (viz obr. 4a). Osový bod zdroje se v obou větvích zobrazí do středů 
pupil kondenzorů (C) a dále do středů pupil obou objektivů (O) (body A, A’ v obr. 19a), čímž vzniká 
dvojice vzájemně koherentních sekundárních kvazibodových zdrojů, která vytváří v oblasti, kde se 
svazky protínají, prostorovou strukturu interferenčních maxim, která mají tvar dvoudílných rotačních 
hyperboloidů s ohnisky v bodech A, A’. 
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Obrázek 19. Výpočet odchylky polohy interferenčních proužků pro mimoosové body zdroje 
při λ = λ0. a) Sekundární zobrazení zdroje (šedá plocha) v pupilách objektivů (O) (plná čára) 
obsahuje osové body zdroje A, A’, a okrajové body B, B’ a C, C’. b) Interferenční struktura 
vytvořená body A, A’ je po natočení o úhel α’ kolem bodu Q identická se strukturou 
vytvořenou body B, B’. c) Natočení se projeví změnou frekvence proužků, které vznikají jako 
řez natočené struktury výstupní rovinou, a tedy posunutím jejich polohy o d(x). 
 
Interferenční obrazec ve výstupní rovině (OP) je rovinným řezem této struktury a jeho maxima tvoří 
soustava hyperbol. V zorném poli je přibližně 400 interferenčních proužků (fOP = 142 mm-1, šířka 
zorného pole je přibližně 3 mm), středový proužek je lineární a zakřivení okrajových proužků v rámci 
zorného pole nepřesahuje 1 % šířky proužku. Rozdíl šířky mezi okrajovým a centrálním proužkem je 
přibližně 0,01 %, takže tuto interferenční strukturu ve výstupní rovině (OP) interferometru lze 
s dostatečnou přesností aproximovat lineárními ekvidistantními proužky o prostorové frekvenci fOP. 
Ostatní body zdroje vytvářejí své vlastní interferenční struktury, které s ostatními strukturami 
neinterferují, ale sčítají se v intenzitě, z důvodu prostorové nekoherence plošného zdroje (S). 
Abychom zjistili, jak se struktura proužků vytvořená obecným párem bodů liší od struktury vytvořené 
body A, A’, budeme analyzovat dva speciální případy: body B, B’ a C, C’ (viz obr. 19a). Nejprve 
budeme předpokládat, že všechny páry bodů leží na téže kulové ploše se středem v bodě Q 
a poloměrem |AQ| = l ≈ 150 mm (viz obr. 19b). 
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Interferenční struktura vytvořená body B, B’ je táž, jako struktura vytvořená body A, A’ natočená 
kolem bodu Q o úhel α’ (viz obr. 19b,c), který je aperturním úhlem objektivů (O) v obrazovém 
prostoru. Otočení způsobuje malou odchylku v prostorové frekvenci fOP interferenčních proužků, které 
vzniknou průnikem otočené interferenční struktury s výstupní rovinou. Jejich prostorová frekvence je 
nižší (širší proužky) v porovnání s původní nenatočenou strukturou. Obrázek 19c znázorňuje rozdíl δ 
v poloze odpovídajících si interferenčních proužků v obrazcích vytvářených body A, A’ a B, B’ ve 
vzdálenosti x od středu Q výstupní roviny. Rozdíl δ lze popsat vztahem:  δ = x(1/cos α’ – 1), který 
nabývá svého maxima na okrajích zorného pole (x ≈ 1,5 mm). Nejvyšší aperturní úhel použitých 
objektivů je α’ ≈ 1,5°. Nejvyšší hodnota rozdílu δ v zorném poli výstupní roviny proto je 
δmax ≈ 500 nm, tj. asi 7 % šířky proužku.  
Interferenční strukturu vytvořenou body C, C’ lze taktéž sjednotit se strukturou vytvořenou body 
A, A’, ale v tomto případě posunutím o vzdálenost |AC|. Maximální rozdíl v poloze proužků nastává 
opět na okrajích zorného pole (větší rozdíly vznikají ve směru kolmém na proužky) a zejména v jeho 
rozích, kde dosahuje 10 % šířky proužku.  
Výsledná interferenční struktura je součtem intenzit všech obrazců vytvořených body ležícími 
uvnitř účinné plochy zdroje (viz obr. 4c). Nejvyšší kontrast interferenčních proužků bude v okolí bodu 
Q, jelikož zde se budou obrazce nejpřesněji překrývat, a směrem k okrajům zorného pole bude klesat. 
Numerický výpočet výsledné interferenční struktury ve výstupní rovině provedený v [4] (kap. 4) 
předpovídá, že kontrast proužků v celém zorném poli (3 × 3 mm2) nepoklesne pod 0,75. Interferometr 
tedy lze považovat za prostorově invariantní. 
 Experimentální data získaná při osvětlení plošným prostorově nekoherentním zdrojem světla, 
který zcela vyplnil aperturu kondenzoru (s objektivy 20×/0,4) a který byl opatřen interferenčním 
filtrem se střední vlnovou délkou 650 nm a pološířkou 10 nm, prokazují pokles kontrastu směrem 
k okrajům zorného pole z maximální hodnoty 0,73 až na hodnotu 0,25 v jednom případě, v jiném 
případě z 0,57 na 0,37. 
2.10 Přehled parametrů použitých optických prvků 
V této kapitole byly teoreticky odvozeny parametry optických prvků, které zásadním způsobem určují 
konstrukční uspořádání mikroskopu, viz tabulku 4. 
Tabulka 4. Parametry optických prvků 
kondenzor (C) 
objektiv (O) 
 
mikroskopové objektivy 
tubusová délka: 160 mm, 
parfokální vzdálenost: 45 mm 
maximální průměr aperturní clony: 7,5 mm 
difrakční dělič svazku (G) hustota vrypů: 71 mm-1 
detektor (D) 
(digitální kamera) 
prostorová vzorkovací frekvence: 155 mm-1, 
velikost čipu: 1376 × 1038 pixelů, tj. 8,9 × 6,7 mm2 
výstupní objektiv (OL) 
mikroskopový objektiv 4×/0,12 
tubusová délka: 160 mm, 
parfokální vzdálenost: 45 mm 
zorné pole ve výstupní 
rovině (OP) 2,2 mm × 1,7 mm (úhlopříčka 2,8 mm) 
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3 Konstrukce 
Na základě hodnot vypočtených v kapitole 2 byl zkonstruován transmisní holografický mikroskop 
druhé generace, viz přiloženou výrobní výkresovou dokumentaci a obrázek 21. Konstrukční návrh 
zařízení byl vytvořen v programu AutoCAD. Ve výkresové dokumentaci je pro mikroskop použito 
starší označení THM II místo CCHM. Převážná část konstrukčních prvků je vyrobena ze slitin hliníku, 
některé součásti, zejména pohyblivé s třecími plochami, jsou mosazné.  
3.1 Základní charakteristiky technického řešení 
· interferometr: achromatický, prostorově invariantní, symetrické konstrukce (maximální shoda 
obou větví, viz obrázek 20) 
· osvětlovací soustava: světlo z externího komerčního halogenového zdroje světla s plynulou 
regulací intenzity osvětlení je přivedeno optickým kabelem do konektoru (CIS) osvětlovacího 
systému pro holografický mikroskop, viz obrázek 22 (funkční vzorek č. 24481, P. Kolman, 2009), 
který je opatřen karuselem (AD) s osmi clonami o průměrech (0,2; 0,4; 0,6; 1; 2; 3; 4; 5) mm, pro 
volbu velikosti plošného zdroje světla a tedy prostorové koherence osvětlení vzorku. Clony lze 
centrovat pomocí šroubů (SA1) a (SA2) v rozsahu ±1 mm. Součástí osvětlovacího systému je 
také bariérový filtr pro odstínění dlouhovlnného záření (tzv. studený filtr). Časovou koherenci 
osvětlení lze regulovat zasunutím interferenčního filtru do jedné z pozic (F1–F3), viz obrázek 21. 
Tamtéž lze vkládat také neutrální filtry pro redukci intenzity osvětlení. 
· kolektorová čočka: dublet s ohniskovou vzdáleností 77,03 mm, tl. 8,6 mm, průměr 25 mm, 
zvětšení mezi předmětovou rovinou (rovina plošného zdroje světla) a obrazovou rovinou (vstupní 
pupila kondenzoru) je 1,6-krát. Kolektorová čočka je centrovatelná z důvodu justáže pomocí 
dvojice šroubů (SL).  
· dělič svazku: transmisní fázová difrakční mřížka s prostorovou frekvencí 71 mm-1. 
· zrcadlo (M4): je posuvné ve směru osy interferometru pomocí šroubu (DS2). Jedná se 
o mikrometrický šroub Thorlabs DAS110 s vnějším hrubým stoupáním 0,3 mm na otáčku 
a s vnitřním diferenciálním závitem se stoupáním 25 μm na otáčku. Tímto posuvem lze nastavit 
shodnou optickou délku větví interferometru. 
· zrcadla (M4), (M5), (M6) a (M7): jsou naklápěna ve dvou osách, což umožňuje při justáži 
sjednotit zobrazení difrakční mřížky oběma větvemi ve výstupní rovině. 
· kondenzory (C1) a (C2): v osovém směru jsou oba kondenzory posuvné současně s celou 
osvětlovací částí interferometru, tj. počínaje děličem svazku a konče kondenzory v rozsahu asi 20 
mm pomocí koaxiálního šroubu (KS1), parametry viz níže. Tak velký posuv je nutný pro 
pohodlnou výměnu objektivů, zejména těch s krátkou pracovní vzdáleností. Osový posuv 
kondenzorů je nutný pro zaostření roviny děliče svazku při justáži a také částečně řeší problém 
degradace zobrazení vzorku nečistotami ulpělými na mřížce. Mřížku lze posuvem kondenzorové 
části interferometru mírně rozostřit tak, že se již ostře nezobrazí na detektor a ještě se výrazně 
neprojeví pokles kontrastu interferenční struktury. Ve směru kolmém na osu svazku se oba 
kondenzory posouvají nezávisle pomocí šroubů (S1–S4). Je to nutné zejména pro objektivy 
s větším zvětšením, kdy se výrazně negativně projeví nesouosost kondenzoru s objektivem. 
· objektivy (O1) a (O2): z důvodu omezení konečnou tubusovou délkou nebylo možné použít 
revolverových hlavic pro výměnu objektivů. Objektiv se tedy musí vyšroubovat z držáku 
a zašroubovat jiný. Pro správnou funkci mikroskopu musí být kondenzory a objektivy shodné. 
Objektiv (O2) je osově posuvný šroubem (DS1), aby bylo možné zaostřit rovinu děliče svazku 
nezávisle v obou větvích. 
· mikroskopový stolek: v původní konstrukci byl použit upravený mikroskopový stolek od firmy 
Lambda Praha, s.r.o., který byl později nahrazen teplotně stabilizovaným (vyhřívaným) stolkem 
(viz funkční vzorek č. 22971, M. Antoš, 2008). Vyhřívaná vložka (HI) je označena na 
obrázku 21. Stolek je posuvný v ose interferometru pomocí koaxiálního šroubu (KS2), parametry 
viz níže. Vzorek i referenční objekt jsou umístěny na jednom stolku, čímž je zaručen jejich 
současný posuv v ose svazku. Referenční objekt je navíc nezávisle posuvný v ose svazku 
(závitová vložka (TI) se stoupáním 250 μm na otáčku), což umožňuje zaostřit předměty v obou 
větvích současně. Při přeostřování tak obě větve zůstávají ekvivalentní (zejména vzhledem 
k otvorové vadě). 
3.1 ZÁKLADNÍ CHARAKTERISTIKY TECHNICKÉHO ŘEŠENÍ 
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Obrázek 20. Optické schéma skutečného provedení CCHM v invertované poloze. Označení 
optických prvků je analogické obrázku 1. 
3.1 ZÁKLADNÍ CHARAKTERISTIKY TECHNICKÉHO ŘEŠENÍ 
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Obrázek 21. Celkový pohled na justážní prvky CCHM ve vzpřímené poloze. 
3.1 ZÁKLADNÍ CHARAKTERISTIKY TECHNICKÉHO ŘEŠENÍ 
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Obrázek 22. Osvětlovací systém pro holografický mikroskop pro světlo nízké koherence. 
Na levém obrázku je vložen držák laserové diody (LD), vpravo konektor (CIS) pro připojení 
optického kabelu z halogenového zdroje světla (funkční vzorek č. 24481, P. Kolman, 2009). 
AD .. revolver se clonami, SA1 a SA2 .. šrouby pro centrování clon. 
 
 
· standardní mikroskopové ovládací prvky: koaxiální šrouby osového posuvu kondenzorů (KS1) 
a posuvu stolku (KS2). Byly použity šrouby firmy Lambda Praha, s.r.o., s jemným posuvem 
100 μm na otáčku (50 dílků). 
· výstupní objektiv (OL): standardní mikroskopový objektiv 4×/0,12, 160/–. 
· detektor (D): digitální kamera Astropix 1.4, Softhard Technology, černobílá, velikost čipu 
1376 pixelů × 1038 pixelů, velikost pixelu 6,45 mm × 6,45 mm, 12 snímků za sekundu, 12 bitů, 
chlazená Peltierovým článkem, digitální přenos dat přes IEEE 1394 (FireWire), 
· zorné pole: velikost 2,2 mm × 1,7 mm (úhlopříčka 2,8 mm), měřeno ve výstupní rovině 
interferometru (viz obr. 1 (OP)). Vzhledem ke konvenčním mikroskopům bude vždy zorné pole 
přibližně 3-krát menší, což je způsobeno potřebou dostatečně navzorkovat vysoké prostorové 
frekvence hologramu ve výstupní rovině interferometru. 
· stativ mikroskopu je šroubovaný z duralových desek tloušťky 18 mm, což zaručuje jeho 
dostatečnou tuhost a umožňuje položit mikroskop na bok nebo jej otočit o 180° do invertované 
polohy (s objektivy dole), což je žádoucí zejména pro pozorování živých buněk. 
· vibrace: pasivní tlumení – betonová deska se silentbloky. 
· stabilizace teploty: betonová deska je opatřena topnými tělesy a regulátorem teploty. Mikroskop 
včetně topné desky je umístěn v termoizolačním boxu z dutinkového polykarbonátu. V případě 
pozorování živých buněk se prostor uvnitř boxu vyhřívá na teplotu cca 35° C a samotný preparát 
je zahříván topnou vložkou (HI) mikroskopového stolku na teplotu 37° C (viz [4], odst. 3.1) 
· fluorescence: krom možnosti pozorovat objekty ve světlém poli, tak jako v konvenčním 
mikroskopu (nekonfokálně), je v konstrukčním návrhu CCHM počítáno s epi-fluorescencí 
(s horním osvětlením). Nad objektivy je umístěna posuvná lišta se čtyřmi pozicemi pro bloky 
filtrů (od firmy Nikon) pro rychlou výměnu fluorescenčních filtrů. K realizaci návrhu však 
doposud nedošlo.  
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4 Justáž 
V této kapitole podrobně popíšeme způsob nastavení všech optických prvků mikroskopu, a to jak 
v průběhu montáže, tak při běžném provozu při výměně objektivů. 
4.1 Seřízení při montáži 
Pro usnadnění justáže bylo vyrobeno několik přípravků. Prvním z nich je držák laserové diody (LD), 
který umožňuje nastavení polohy a směru laserového paprsku, a který se namontuje na osvětlovací 
systém pro holografický mikroskop místo konektoru pro optický kabel (viz obr. 22). Následující kroky 
je vhodné provádět v invertované poloze mikroskopu.  
Po sestavení stativu (viz obr. 23) se nejprve namontuje osvětlovací systém pro holografický 
mikroskop s laserovou diodou (LD), na karuselu (AD) se nastaví clona s největším průměrem 
a paprsek laseru se pomocí šesti stavěcích šroubů M3 na držáku laserové diody nastaví tak, aby 
procházel středy dvou záměrných křížů, z nichž první (ZK1) je vyryt na skleněné destičce a jeho střed 
je ve vzdálenostech 17 mm a 50 mm od okrajů destičky, která se přiloží k deskám tvořícím stativ 
mikroskopu, jak je znázorněno na obrázku 23 a druhý záměrný kříž (ZK2) je vyryt přímo na jedné 
z desek podstavce. Poloha diody (LD) v držáku zůstane po tomto nastavení neměnná. Do cesty svazku 
z LD vložíme zrcadlo (M1) a nastavíme jej tak, aby odražený paprsek dopadal na záměrný kříž (ZK3) 
vyrytý na desce stativu pod držákem zrcadla (M10), a aby procházel ve vzdálenosti 12 mm od 
základny interferometru, kterou tvoří žlutě označené plochy modrých součástí na obrázku 23.  
Poté se vloží zrcadlo (M10) a nastaví se tak, aby jím odražený paprsek protínal dvojici shodných 
záměrných křížů (ZK4) vyrytých na skleněných destičkách (viz obr. 24). Střed kříže leží ve 
vzdálenosti 7,5 mm a 16 mm od okraje destičky. Tloušťka alespoň jedné z destiček musí být 2 mm, 
aby záměrný kříž na ní vyrytý ležel ve výstupní rovině (OP) interferometru, která je vzdálena právě 
2 mm od okrově zvýrazněné plochy přední svislé desky stativu (viz dále). 
Do osy tohoto paprsku se vloží výstupní objektiv (OL) (viz obr. 24), jehož dosedová plocha je 
vzdálena 45 mm od výstupní roviny (OP), a který se vycentruje svou optickou osou na osu svazku. 
Poté se za výstupní objektiv (OL) namontuje detektor (D), tedy digitální kamera připojená k počítači, 
jejíž čip musí být ve vzdálenosti 149 mm od dosedové plochy výstupního objektivu (OL). Osovým 
posuvem kamery se zaostří záměrný kříž (ZK4) vložený do výstupní roviny (OP) a stopa laserového 
svazku zobrazená na čipu kamery se nastaví do jeho středu příčným posuvem kamery. 
Mezi LD a zrcadlo (M1) se vloží kolektorová čočka (L) (viz obr. 24), která se vycentruje do osy 
svazku vycházejícího z LD pomocí šroubů SL a její osová poloha se nastaví na kótu 60 mm, viz 
obrázek 24. Taktéž karusel se clonami se vycentruje pomocí šroubů (SA1), (SA2) (viz obr. 22) na 
svazek vycházející z LD. Nastavení zrcadel (M1), (M10), kolektorové čočky (L), karuselu s clonami, 
výstupního objektivu (OL) a kamery (D) zůstane neměnné. 
Nyní je možné namontovat interferometr, zatím bez objektivů a kondenzorů, a nastavit tzv. 
kondenzorová zrcadla (M4) a (M5) a objektivová zrcadla (M6) a (M7), viz obrázek 20. Zrcadla (M2), 
(M3), (M8) a (M9) jsou natmelena na obrobených plochách mechanických součástí interferometru 
a není možné seřizovat jejich polohu. Vzhledem ke konstrukci držáku difrakční mřížky je vhodné 
upravit skleněnou destičku mřížky tak, aby alespoň jedna z hran byla rovnoběžná s vrypy mřížky 
a podle této hrany mřížku v držáku orientovat.  
Následující postup se již provádí při každé výměně objektivů. U běžných mikroskopových 
objektivů není zaručeno sjednocení optické osy s mechanickou osou těla objektivu. Tělo objektivu je 
opatřeno vnějším závitem o průměru 0,8“ s Whitworthovým profilem, který se šroubuje do objímky 
v mikroskopu. Dosedová plocha objektivu je kolmá k optické ose a nezaručuje konstantní polohu 
mechanické osy při opětovném zašroubování objektivu, a proto se mechanická osa může libovolně 
posouvat v rámci závitové vůle. Při výměně objektivů je tedy nutné mikroskop znovu seřídit. 
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Obrázek 23. Nastavení laserové diody LD a zrcadla M1. 
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Obrázek 24. Nastavení optických prvků při montáži mikroskopu. 
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4.2 Seřízení při výměně objektivu 
Kondenzorová zrcadla (M4) a (M5) se nastaví pomocí šroubů (S5) až (S8) (viz obr. 21) tak, aby 
paprsek od nich odražený procházel středy závitových otvorů pro objektivy. Pro snadné nastavení byly 
vyrobeny vložky (CI) s centrálním otvorem o průměru 1 mm, viz výkres č. THM II - Pecka - 17, které 
se nasadí do závitových otvorů pro objektivy a paprsek se pomocí nich vycentruje. V ideálním případě 
by měl být takto nastavený paprsek kolmý k dosedové ploše držáku objektivů. To lze ověřit např. 
zrcátkem položeným na tuto dosedovou plochu (po vyjmutí vložek CI) a sledovat odraženou stopu 
paprsku poblíž (LD). Při správném nastavení by měly být obě stopy, tedy osvětlovací a odražená, 
sjednocené. Jde o přibližné nastavení, protože přesnou polohu zrcadel (M4) a (M5) nastavíme po 
vložení kondenzorů a objektivů, viz dále. 
Nyní se mohou nastavit objektivová zrcadla (M6) a (M7) pomocí šroubů (S9) až (S12). 
Do výstupní roviny (OP) se vloží záměrný kříž (ZK5). Je vhodné použít nepropustný podklad, např. 
pevný bílý papír a kříž narýsovat tužkou ve stejných vzdálenostech od okrajů jako v případě ZK4. 
V každé větvi zvlášť se náklonem zrcadel (M6) a (M7) nastaví stopa do středu kříže. Také na 
detektoru (D) musí zůstat po odstranění (ZK5) obě stopy uprostřed zorného pole. 
Zbývá zašroubovat kondenzory (C1) a (C2) a objektivy (O1) a (O2) a osovým posuvem celé 
osvětlovací části interferometru, tedy počínaje děličem (G) a konče kondenzory (C1) a (C2), 
koaxiálním šroubem (KS1) (viz obr. 21) zaostřit stopu ve výstupní rovině (OP) interferometru. 
Příčným posuvem kondenzorů pomocí šroubů (S1) až (S4) se posune stopa do středu zorného pole (na 
střed záměrného kříže (ZK5)). Při rozostřování stopy osovým posuvem osvětlovací části 
interferometru šroubem (KS1) se však obvykle příčně posouvá střed stopy vzhledem ke středu 
zorného pole, což lze eliminovat náklonem kondenzorových zrcadel (M4) a (M5) pomocí šroubů (S5) 
až (S8). Tím se současně mírně mění poloha zaostřené stopy vzhledem ke středu zorného pole, což lze 
opět kompenzovat příčným posuvem kondenzorů šrouby  (S1) až (S4). Vzájemnou kombinací náklonu 
kondenzorových zrcátek a příčného posuvu kondenzorů lze tedy postupně dosáhnout stabilní polohy 
středu stopy při osovém posuvu osvětlovací části interferometru. Toto nastavení prakticky znamená, 
že osa svazku vycházejícího z kondenzoru je rovnoběžná s osovým posuvem osvětlovací části 
interferometru a současně prochází optickým středem objektivu (a v ideálním případě je sjednocena 
i s optickou osou objektivu). 
Nyní již lze vyjmout držák s laserovou diodou (LD) z osvětlovacího systému a vložit místo něj 
konektor (CIS) s optickým kabelem z halogenového zdroje světla (viz obr. 22). Pokud jsou vložené 
objektivy (a kondenzory) korigovány na krycí sklíčko, je potřeba na stolek do předmětové i referenční 
větve položit dvě krycí sklíčka a mezi ně vložit vlákno vaty nebo podobný předmět, na který je možno 
zaostřit. Závěrkou (Z2) zacloníme levou větev (viz obr. 21) a v pravé větvi zaostříme osovým 
posuvem osvětlovací části interferometru šroubem (KS1) na aktivní plochu difrakčního děliče (G). 
Poté zacloníme pravou větev závěrkou (Z1) a v levé větvi zaostříme na aktivní plochu difrakčního 
děliče, tentokráte však osovým posuvem objektivu (O2) pomocí šroubu (DS1). Současně zaostříme 
vlákno vaty v pravé větvi osovým posuvem stolku koaxiálním šroubem (KS2). Vlákno vaty v levé 
větvi se zaostří otáčením závitové vložky (TI) stolku. Difrakční mřížka má obvykle na své aktivní 
ploše nějakou strukturu (např. prachové částice), na kterou je možno zaostřit a pomocí níž lze snadno 
sesadit obrazy mřížky z obou větví přesně na sebe. Sesazení se provádí náklonem objektivových 
zrcadel (M6) a (M7) pomocí šroubů (S9) až (S12). V případě, že na mřížce není žádná nečistota, lze 
ostřit na její okraj.  
Aby se objevila interferenční struktura, je zapotřebí nastavit shodnou optickou délku obou větví 
interferometru pomocí šroubu (DS2), kterým se posouvá kondenzorové zrcadlo (M4) ve směru optické 
osy kondenzoru (C2). Tímto posuvem však současně dochází k příčnému posuvu obrazu mřížky levé 
větve, takže je nutno současně zrcadlo (M4) naklápět pomocí šroubu (S6), a tím příčný posuv 
kompenzovat, tj. udržovat oba obrazy mřížky sjednocené. Při ladění interferometru je dobré 
postupovat od koherentního světla k nekoherentnímu. Prakticky stačí regulovat pouze časovou 
koherenci, a to tak, že nejprve se vloží interferenční filtr se střední vlnovou délkou 650 nm 
a pološířkou 10 nm (pomocí jednoho z šoupátek (F1) až (F3)) a poté se již proužky doladí v bílém 
světle, tedy při maximálním stupni nekoherence. 
Takto připravený mikroskop již lze použít pro pozorování. V praxi se interferometr ladí přímo 
s vloženým vzorkem a referenčním předmětem, jelikož jejich optická tloušťka nikdy není zcela shodná 
a bylo by tedy zbytečné provádět seřízení dvakrát. 
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5 Vývoj algoritmů pro zpracování obrazu 
Jak bylo uvedeno v odstavci 2.3, hologram zaznamenaný detektorem je připojeným počítačem 
numericky zpracováván pomocí fourierovských metod. Od počátku jsme k těmto účelům používali 
programovací prostředí Matlab. V něm tedy bylo naprogramováno a odzkoušeno několik procedur pro 
zpracování nasnímaných hologramů, které jsou obsaženy ve skriptu „quickastropix.m“. Umožňují 
rekonstruovat amplitudu a fázi jednak zpětně ze záznamu hologramů, nebo „živě“ tak, že automaticky 
uložený snímek hologramu je rekonstruován, zobrazen na monitor a následně vymazán z disku. Tato 
procedura byla první, která umožnila živou rekonstrukci, a přestože byla zobrazovací frekvence 
rekonstruovaných snímků velice nízká (asi 1 Hz), byla přínosná, protože díky ní bylo možné naladit 
interferometr při zobrazování vzorků překrytých silně rozptylující vrstvou. Klasickým způsobem, tedy 
vizuálním hledáním maximálního kontrastu interferenčních proužků to v tomto případě nebylo možné, 
protože kontrast byl tak nízký, že okem nebyly proužky téměř pozorovatelné (hodnoty kontrastu byly 
běžně kolem 0,02, viz odst. 6.1). 
Při prvních experimentech s živými buňkami, kdy délka měření byla v řádu hodin až dnů a časový 
interval mezi dvěma záznamy byl několik minut, se využívalo automatického ukládání hologramů 
ovládacím programem kamery a uložené hologramy byly následně zpracovány v Matlabu. Jednotlivé 
procedury tedy umožňují uložit rekonstruované zobrazení intenzity (kvadrát amplitudy) a fáze, a to 
buď každý snímek zvlášť, nebo jako složený obraz (viz obr. 25), kde vlevo je intenzita a vpravo fáze, 
případně doplněný o zobrazení ve světlém poli, bylo-li pořízeno (viz obr. 27). Sekvence snímků se 
ukládá také jako video soubor. Každý ze snímků je doplněn o lištu (viz obr. 25), na které je uvedeno 
datum (ve formátu rr.mm.dd) a čas záznamu, vyčtené z názvu souboru hologramu a dále délkové 
a fázové měřítko zobrazení. Fázový obraz je navíc zobrazován trojrozměrně v pseudo-barvách 
(viz obr. 26), kde výška odpovídá hodnotě fázového posuvu, a toto zobrazení je ukládáno opět jako 
videosoubor. 
Procedura „quickastropix.m“ dále umožňuje odečet pozadí (snímku prázdného pole bez vzorku) 
od všech snímků se vzorkem (pozadí bylo odečteno i ze snímků na obr. 25 a 26), vytváření řezů 
fázovým zobrazením (viz obr. 28), nebo měření kontrastu v celém poli zaznamenaného hologramu 
(viz hodnoty kontrastu uvedené v odst. 6.1). 
Tyto procedury se staly základem profesionálního software pro záznam a zpracování obrazu 
z holografického (transmisního i reflexního) mikroskopu, jehož autorem je Ing. Lukáš Kvasnica 
a jehož vývoj neustále pokračuje s přibývajícími požadavky na možnosti zobrazení a s vývojem 
nových metod zobrazování, např. metoda dynamických fázových diferencí [4]. 
5 VÝVOJ ALGORITMŮ PRO ZPRACOVÁNÍ OBRAZU 
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Obrázek 25. Rekonstruovaná intenzita (vlevo) a fáze (vpravo) z holografického záznamu krysí 
rakovinné buňky LW13K2 pořízeného objektivy 20×/0,4 s osvětlením halogenovou lampou 
s interferenčním filtrem 650/10 nm (© Ing. Hana Janečková, 2009). Lišta pod obrázky 
obsahuje datum (ve formátu rr.mm.dd) a čas záznamu a délkové a fázové měřítko zobrazení. 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 26. Trojrozměrné zobrazení rekonstruované fáze (viz obr. 25) v pseudo-barvách, kde 
výška odpovídá hodnotě fázového posuvu v radiánech. Pozadí bylo prahováním vynulováno. 
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6 Experiment 
Holografický mikroskop navržený a vyrobený v uspořádání popsaném v kapitolách 2 a 3 je od svého 
uvedení do provozu v září roku 2006 až do současné doby využíván zejména k pozorování živých 
buněk [4]. Byly také ověřovány vlastnosti jeho zobrazení na modelových vzorcích, zejména teoreticky 
předpovězená hloubková diskriminace (optické řezy) zobrazení světlem nízké koherence 
v transmisním mřížkovém interferometru [6].  
Pro tento experiment byl mikroskop osazen planachromatickými objektivy 20×/0,4, 160/– LWD, 
jako kondenzory byly použity planachromatické objektivy 20×/0,4, 160/0,17. Zdroj světla byl plošný 
prostorově nekoherentní, tvořený matnicí osvětlenou halogenovou lampou a byl vycloněn tak, aby 
plně vysvítil předmětové pupily kondenzorů. Pro nastavení stupně časové koherence osvětlení byl 
použit interferenční filtr se střední vlnovou délkou λ = 650 nm a s pološířkou 70 nm. 
Hologram byl snímán digitální kamerou Softhard Technology Astropix 1.4 (černobílá, velikost 
čipu 1376 pixelů × 1038 pixelů, velikost pixelu 6,45 mm × 6,45 mm, 12 snímků za sekundu, 12 bitů, 
chlazená Peltierovým článkem). 
6.1 Optické řezy 
K prokázání schopnosti mikroskopu provádět optické řezy pozorovaným vzorkem, tj. potlačit světlo 
rozptýlené mimo předmětovou rovinu, byly provedeny experimenty s amplitudovým (AO) 
a s fázovým (FO) objektem. 
V obrázku 27 je porovnáno zobrazení holografickým mikroskopem (druhý a třetí řádek) se 
zobrazením běžným mikroskopem ve světlém poli (první řádek), kterého se dosáhne zacloněním 
referenční větve v holografickém mikroskopu. Oba vzorky byly zobrazeny jednak samotné (první 
a třetí sloupec) a jednak překryty oboustranně zmatněným krycím sklem (dále jen matnicí) o tloušťce 
150 μm umístěným přibližně 3 mm od vzorku směrem k objektivu (druhý a čtvrtý sloupec).  
 
 
Obrázek 27. Potlačení násobně rozptýleného světla při zobrazení CCHM s nízkou koherencí 
osvětlení. Amplitudový vzorek (AO): měděná fólie tloušťky 0,02 mm s obdélníkovými otvory 
o velkosti cca 15 x 13 μm2. Fázový vzorek (FO): krycí sklo Cellocate tloušťky 170 mm, 
s vyleptaným reliéfem (M) hlubokým přibližně 360 nm. Zobrazení ve světlém poli bylo 
získáno zacloněním referenční větve holografického mikroskopu. Matnice – oboustranně 
zmatněné krycí sklo o tloušťce 150 μm umístěné přibližně 3 mm od vzorku směrem 
k objektivu. Každý snímek světlého pole a CCHM intenzity byl zvlášť upraven na maximální 
kontrast.
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Z obrázku 27 je patrné, že zobrazení ve světlém poli je zcela zničeno rozptylem světla na matnici, 
zatímco holografické zobrazení, a to jak intenzita, tak fáze, je přítomností matnice téměř nedotčeno. 
Každý snímek světlého pole a CCHM intenzity byl zvlášť upraven na maximální kontrast. Fázové 
snímky nebyly žádným způsobem upravovány. 
Kontrast proužků hologramu v propustných oblastech amplitudového vzorku bez matnice byl 
v tomto konkrétním případě v rozmezí 0,45–0,3, s matnicí byl menší než 0,02. U fázového vzorku 
bylo bez matnice dosaženo hodnot 0,5–0,3, s matnicí byl kontrast menší než 0,03, a to v celém zorném 
poli. 
6.2 Kvantitativní fázový kontrast 
Fázovým předmětem zobrazeným na obrázku 27 je krycí sklo Cellocate firmy Eppendorf 
s vyleptaným reliéfem ve tvaru písmene „M” (viz obr. 27, FO). Hloubka reliéfu vypo čtená z měření na 
mikroskopu atomárních sil (AFM) leží s 95,4 % pravděpodobností v intervalu (359±6) nm.  
Fázové profily φ získané řezem CCHM fáze podél bílých čár jdoucích přibližně z levého horního 
rohu do pravého dolního rohu, viz obrázek 27 (stejné místo na vzorku v obou snímcích) byly nejprve 
navázány a následně transformovány odečtením funkce y = ax + b. Koeficienty a a b byly pro oba 
profily různé a byly zvoleny tak, aby byl kompenzován náklon fázové plochy a abychom docílili 
nejlepšího sesazení obou profilů. Následně byly hodnoty fáze φ přepočteny na výšku h podle vztahu:  
h = φ/k(n – n0), kde k = 2π/λ0, λ0 = 650 nm, n ≈ 1,520 je index lomu borosilikátového skla z něhož je 
vyrobeno krycí sklo Cellocate (n = 1,525 pro λ = 546 nm, informace od firmy Eppendorf) a n0 ≈ 1 je 
hodnota indexu lomu pro okolní prostředí (vzduch).  
Výškové profily jsou vykresleny na obrázku 28. Plnou čarou je zobrazen řez samotným fázovým 
vzorkem, tečkovanou čarou je zobrazen fázový vzorek překrytý matnicí. Hloubka 367 nm odhadnutá 
z profilu naměřeného holografickým mikroskopem odpovídá měření mikroskopem AFM, ačkoliv leží 
mimo interval spolehlivosti. 
  
 
Obrázek 28. Výškové profily získané řezem fázového zobrazení v holografickém mikroskopu 
podél bílých čar v obr. 27. Naměřené hodnoty fáze φ byly navázány a přepočítány na výšku h 
pomocí vztahu: h = φ/k(n – n0), kde k = 2π/λ0, λ0 = 650 nm, n ≈ 1,520 je index lomu pro 
Cellocate (n = 1,525 pro λ = 546 nm) a n0 ≈ 1 je index lomu vzduchu. 
 
Šum zřetelný v profilu s matnicí je důsledkem nízké intenzity signálu a nízkého kontrastu 
interferenčních proužků (kontrast menší než 0,03, viz odst. 6.1). Není to zobrazení povrchu matnice, 
protože ta byla od předmětové roviny vzdálena 3 mm a kužel paprsků v rámci NA = 0,4 vycházející 
z každého bodu předmětové roviny protíná matnici na kruhové oblasti o průměru 2,6 mm (zorné pole 
je široké přibližně 120 μm), takže fázový příspěvek drsného povrchu matnice se zprůměruje. 
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6.3 Vliv koherence osvětlení na kvalitu holografického zobrazení 
Výše popsané experimentální uspořádání využijeme ještě k posouzení vlivu časové a prostorové 
koherence osvětlení na kvalitu holografického zobrazení. Využijeme k tomu amplitudový vzorek 
(viz AO na obr. 27) překrytý matnicí, který zobrazíme nejprve světlem proměnné časové koherence 
(viz obr. 29) a poté světlem proměnné prostorové  koherence (viz obr. 30). 
V prvním případě (viz obr. 29) byl vzorek osvětlen halogenovou lampou, plošný zdroj byl 
vycloněn na průměr d = 6 mm, tj. tak, aby vstupní pupila kondenzoru byla plně vysvícena. Časová 
koherence osvětlení byla proměnná: a) interferenční filtr 650 nm s pološířkou 10 nm (F1, viz obr. 21), 
b) interferenční filtr 650 nm s pološířkou 70 nm (F2, viz obr. 21), c) bez filtru (v bílém světle). 
Regulací intenzity halogenového zdroje světla a pomocí neutrálního filtru (F3, viz obr. 21) byla 
intenzita osvětlení nastavena tak, aby průměrná hodnota intenzity v rekonstruovaném zobrazení 
zůstávala konstantní pro různé šířky spektrálního pásma osvětlení. Průměrná hodnota intenzity byla 
počítána v prostředním otvoru v dolní řadě (viz obr. 29). Přes tento otvor je veden řez naznačený 
čárkovanou čarou v obrázcích intenzity. Obrázky v prvním až třetím sloupci jsou zobrazeny jako 
negativy. Profil intenzity zobrazený ve čtvrtém sloupci byl vytvořen z pozitivu. Rozdíl v zobrazeních 
s různou spektrální šířkou osvětlení je patrný z profilů intenzity na přechodech mezi otvorem 
a nepropustnou částí vzorku. Čím nižší je stupeň časové koherence osvětlení, tím ostřeji je hrana 
zobrazena. 
 
 
Obrázek 29. Vliv časové koherence na kvalitu holografického zobrazení. Amplitudový vzorek 
překrytý matnicí (viz obr. 27), osvětlení halogenovou lampou a) s filtrem 650 nm s pološířkou 
10 nm, b) s filtrem 650 nm s pološířkou 70 nm, c) bez filtru (v bílém světle). Plošný zdroj 
v předmětové ohniskové rovině kondenzoru byl vycloněn na průměr d = 6 mm. Intenzita 
osvětlení byla nastavena tak, aby průměrná hodnota intenzity v rekonstruovaném zobrazení 
byla konstantní. Průměr byl počítán v prostředním z otvorů v dolní řadě. Přes tento otvor je 
veden řez naznačený čárkovanou čarou v obrázcích intenzity. Obrázky v prvním až třetím 
sloupci jsou zobrazeny jako negativy. Profil intenzity zobrazený ve čtvrtém sloupci byl 
vytvořen z pozitivu. Rozdíl ve zobrazeních s různou spektrální šířkou osvětlení je patrný 
z profilů na přechodech mezi otvorem a nepropustnou částí. Čím nižší je stupeň koherence 
osvětlení, tím ostřeji je hrana zobrazena. 
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Ve druhém případě (viz obr. 30) byl vzorek osvětlen toutéž halogenovou lampou s interferenčním 
filtrem 650 nm s pološířkou 70 nm a plošný zdroj byl pomocí revolveru s clonami (AD, viz obr. 22) 
vycloněn tak, aby jeho obraz v předmětové ohniskové rovině kondenzoru měl průměr a) d = 6 mm, tj. 
plně vysvícená vstupní pupila kondenzoru a tedy nízký stupeň prostorové koherence, a b) d = 1 mm, 
tedy vyšší stupeň prostorové koherence. Porovnáním obou zobrazení holografické intenzity v detailu 
na obrázku 30 vidíme, že v případě vyššího stupně prostorové koherence osvětlení b) jsou okraje 
otvorů lemovány difrakčním obrazcem. Ostřejšího zobrazení tedy dosáhneme světlem nízké 
prostorové koherence. 
 
 
 
Obrázek 30. Vliv prostorové koherence na kvalitu holografického zobrazení. Amplitudový 
vzorek překrytý matnicí (viz obr. 27), osvětlení halogenovou lampou s filtrem 650 nm 
s pološířkou 70 nm, plošný zdroj v předmětové ohniskové rovině kondenzoru vycloněn na 
průměr a) d = 6 mm a b) d = 1 mm. V detailu intenzitního zobrazení v případě vyššího stupně 
prostorové koherence osvětlení b) jsou patrné difrakční stopy. Obrázek je zobrazen jako 
negativ. 
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7 Vlastnosti zobrazení holografickým mikroskopem 
Z uvedených experimentů je patrné, že holografický mikroskop umožňuje zobrazit objekty překryté 
rozptylující vrstvou. Tím je tedy prokázána schopnost mikroskopu potlačit světlo násobně rozptýlené 
v oblastech ležících mimo předmětovou rovinu, a tedy zobrazovat předměty pouze za pomoci 
balistických fotonů. S tím bezprostředně souvisí schopnost vytvářet optické řezy. Tyto a další 
vlastnosti zobrazení v holografickém mikroskopu jsou diskutovány v následujících odstavcích.  
7.1 Numerické přeostřování 
Znalost intenzity (amplitudy) a fáze obrazové vlny v některé rovině pozorování (obvykle v obrazové 
rovině) umožňuje vypočítat tyto veličiny také v jiných rovinách v rámci koherenčního objemu. Je tedy 
možno ex post numericky rekonstruovat obrazovou vlnu v trojrozměrné oblasti a tím použitý 
mikroskop numericky přeostřovat [7]. To je výhodné pro pozorování objektů pohybujících se 
v trojrozměrném prostoru, což bylo demonstrováno například v [8] rekonstrukcí trojrozměrné 
trajektorie živých rakovinných buněk, nebo v [52] na příkladu analýzy toku částic ve 3D. Omezení 
koherence světla redukuje osový rozsah oblasti, na níž je možné provádět numerické přeostřování [7].  
7.2 Důsledky nízké koherence osvětlení – potlačení koherenčního šumu 
Koherentní zdroje světla, jejichž použití je v holografii obvyklé, způsobují koherenční šum (speckle) 
a nežádoucí interference v optických soustavách, tedy jevy, které výrazně zhoršují kvalitu zobrazení. 
Koherenční šum je možné omezit použitím světla s redukovanou prostorovou koherencí a tím 
podstatně zvýšit kvalitu zobrazení [7,8,9,52]. Matematicky lze tento efekt popsat jako filtraci vyšších 
prostorových frekvencí z rozostřených rovin, která snižuje jejich nežádoucí vliv na zobrazení 
zaostřené roviny [53]. Současné omezení časové koherence dále redukuje přítomnost koherenčního 
šumu. Koherenční šum pocházející z rozostřených rozptylových center (ležících mimo předmětovou 
rovinu) lze v achromatických systémech velmi významně potlačit kombinací jak nízké časové, tak 
nízké prostorové koherence (viz např. [31]). Je tedy potlačen také efekt nežádoucích interferencí 
svazků rozptýlených na rozhraních optických členů. Achromatické systémy tedy potlačují šum 
stejným způsobem, jako nekoherentně osvětlené zobrazovací systémy [54].  
Obrázek 27 jasně prokazuje tuto vlastnost i u CCHM. Koherenční šum způsobený násobným 
rozptylem světla na matnici se ve výsledném zobrazení neprojeví. Taktéž interference světla vznikající 
při odrazu na plochách optických prvků, obvykle přítomná při osvětlení soustav koherentním světlem, 
je v tomto případě vyloučena.  
7.3 Důsledky nízké koherence osvětlení – optické řezy a jim příbuzné jevy 
Současně s redukcí šumu v důsledku nízké koherence osvětlení vzniká efekt optických řezů, který 
spočívá v potlačení vlivu světla rozptýleného v rozostřených oblastech pozorovaného vzorku, a přináší 
tedy podstatné zlepšení kontrastu výsledného zobrazení objektů vnořených v rozptylujícím prostředí. 
Tato vlastnost je příznačná pro konfokální mikroskopii, kde je jí dosaženo pomocí duálního rastrování 
vzorku bodovými aperturami a pro další zobrazovací techniky jako jsou optická koherenční 
tomografie a mikroskopie (OCT, OCM) v uspořádání na odraz [55], které využívají tzv. koherenční 
brány. Schopnost holografického mikroskopu provádět optické řezy při použití částečně koherentního 
osvětlení v osovém uspořádání (in-line), které ovšem vyžadovalo použití kompenzátoru pro řízenou 
změnu fáze (phase-stepping), byla potvrzena v [8,9]. Nízká prostorová koherence totiž potlačuje vliv 
rozptylujících prostředí, jimiž je obklopen pozorovaný předmět (např. kolagenové gely) tím, že 
omezuje interferenci nebalistických fotonů. 
Efekt optických řezů byl prokázán také v případě nekoherentní obrazové holografie. Ta umožňuje 
podstatné omezení časové a prostorové koherence osvětlení v mimoosovém uspořádání 
holografického mikroskopu, tj. použití libovolně prostorově i spektrálně rozlehlých zdrojů světla.  
Zobrazení touto technikou je při použití plošného monochromatického prostorově nekoherentního 
osvětlení ekvivalentní s konfokálním zobrazením, což bylo prokázáno jak teoreticky [14,35] tak 
experimentálně [56], nebo [33,36] v případě holografického mikroskopu v uspořádání na odraz. Za 
současného omezení časové koherence osvětlení dojde k výraznému ztenčení optického řezu, který 
pak je v případě nekoherentní holografie tenčí než v případě klasického konfokálního zobrazení  
[8,9,36]. 
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Vhodnost holografických nekoherentních technik pro zobrazování přes rozptylující prostředí byla 
experimentálně prokázána v klasickém holografickém uspořádání [57], v uspořádání, které kombinuje 
zobrazovací soustavu a mřížkové interferometry [58,59] i v mikroskopových soustavách s řízenou 
změnou fáze (phase-shifting, phase-stepping) [60,61,62].  
Potlačení vlivu světla násobně rozptýleného mimo předmětovou rovinu umožňuje vznik optických 
řezů. Takovéto zobrazení pouze za pomoci balistických fotonů v transmisním holografickém 
mikroskopu je demonstrováno na obrázku 27, a to jak v případě intenzitního, tak fázového zobrazení 
(druhý a třetí řádek) obou vzorků, tedy jak amplitudového, tak fázového, překrytých násobně 
rozptylující vrstvou. V klasickém zobrazení ve světlém poli (první řádek obr. 27) není struktura 
pozorovaných objektů překrytých matnicí rozeznatelná. 
7.3.1 Rozdíl mezi klasickým a holografickým zobrazením – zjednodušené vysvětlení 
K vysvětlení rozdílu mezi klasickým a holografickým zobrazením použijeme následující úvahu. 
Matnici si lze představit jako soubor difrakčních mřížek, z nichž každá má jinou prostorovou 
frekvenci, tedy hustotu a směr vrypů. Každá z mřížek odkloní procházející svazek v určitém směru 
a tím příčně posune zobrazení v obrazové rovině v tomto směru o určitou vzdálenost. Jednotlivá 
posunutá zobrazení se v obrazové rovině skládají v intenzitě a struktura zobrazeného předmětu tím 
v případě klasického zobrazení ve světlém poli zanikne (viz druhý a čtvrtý obrázek v prvním řádku na 
obrázku 27).  
V holografickém mikroskopu se uplatní výběrová (filtrační) vlastnost referenční větve. Společně se 
zobrazením předmětu se do výstupní roviny zobrazuje také rovina difrakční mřížky (G), viz obrázek 1. 
K interferenci a tudíž ke vzniku hologramu dojde pouze tehdy, zobrazí-li se libovolný bod roviny (G) 
do výstupní roviny v obou větvích shodně, tedy na stejné místo. Mřížka (matnice) za vzorkem 
v předmětové větvi však odkloní společně se zobrazením předmětu také zobrazení roviny (G) a její 
libovolný bod se tedy zobrazí předmětovou větví na jiné místo výstupní roviny než tentýž bod 
zobrazený referenční větví, interference nenastane a hologram nevznikne. Tato představa je však 
poněkud zjednodušená a bylo by proto vhodné uvést detailnější vysvětlení způsobu, kterým dochází 
k potlačení vlivu světla rozptýleného mimo předmětovou rovinu na výsledné zobrazení 
v holografickém mikroskopu. Pokusíme se o to v odstavci 7.3.3. 
7.3.2 Zobrazení samotného vzorku (bez rozptylující vrstvy) 
Nejprve uvažujme osvětlení vzorku osovým bodem A plošného zdroje (S) o vlnové délce λ = λ0. 
Primární obraz bodu A vzniká v předmětovém ohnisku kondenzoru. Vzorek v předmětové rovině 
objektivu je tedy osvětlován svazkem paprsků rovnoběžným s optickou osou. Paprsky rozptýlené 
vzorkem jsou zachyceny objektivem a vzorek je zobrazen do obrazové roviny objektivu, která je 
sjednocena s výstupní rovinou (OP) interferometru. 
Sledujme například rozptylové body předmětu na okraji zorného pole. V obrázku 31a vychází 
z obou těchto bodů tři paprsky. První ve směru osvětlovacích paprsků a druhé dva paprsky rozptýlené 
symetricky na obě strany od prvního paprsku. Každý z těchto třech paprsků prochází jiným bodem 
obrazové ohniskové roviny objektivu, protože každý směr rozptylu odpovídá jednomu bodu v této 
ohniskové rovině. V obrazovém ohnisku objektivu se vytvoří sekundární obraz bodu A, který 
odpovídá nerozptýlenému svazku paprsků a v jeho okolí budou zobrazeny body Ax, které odpovídají 
rozptýleným paprskům a které jsou s bodem A vzájemně koherentní. Kulové vlny vycházející z bodu 
A a z bodů Ax jsou tedy vzájemně koherentní, interferují a vytvářejí předmětovou vlnu, která se šíří do 
obrazové roviny objektivu ve směru vektoru (Q – A). 
V referenční větvi, která je opticky shodná s předmětovou větví, ale není v ní vložen vzorek, 
k rozptylu nedojde a do obrazové ohniskové roviny referenčního objektivu se zobrazí pouze bod A’. 
Z něj vycházející kulová vlna interferuje ve výstupní rovině (OP) interferometru s předmětovou vlnou, 
jelikož obě vlny pocházejí z jediného bodu A plošného zdroje (S) a jsou tedy koherentní. Výsledkem 
je předmětová vlna modulovaná interferenčními proužky s prostorovou frekvencí fOP. 
Analogicky a se stejnou prostorovou frekvencí fOP vzniká ve výstupní rovině (OP) interferenční 
struktura (proužky) pro libovolný bod Z plošného zdroje (S), viz obrázek 31b. Proužky od všech bodů 
zdroje mají stejný fázový posuv a zobrazí se tedy přesně na sebe (viz odst. 2.9). Je-li plošný zdroj 
prostorově nekoherentní, sčítají se příspěvky od jednotlivých bodů v intenzitě. 
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Obrázek 31. Zobrazení a) osovým a b) mimoosovým bodem plošného zdroje, je-li 
v předmětové rovině objektivu předmětové větve vložen vzorek dvojrozměrného charakteru 
(tedy dostatečně tenký).  
 
7.3.3 Zobrazení vzorku přes rozptylující vrstvu 
Pokud do předmětové větve mezi pozorovaný vzorek a objektiv vložíme rozptylující vrstvu 
(např. matnici), která leží mimo předmětovou rovinu objektivu, jak tomu bylo v případě experimentu 
na obrázku 27, projeví se výhoda holografického zobrazení oproti běžnému zobrazení ve světlém poli. 
Světlo násobně rozptýlené matnicí je v holografickém zobrazení potlačeno. Pokusme se tedy vysvětlit 
příčinu tohoto jevu.  
Uvažujme, že za rozptylující vrstvou se šíří paprsky shodné jako v předešlém případě (srov. obr. 
31a a 32a), které zdánlivě vycházejí z bodů na okraji zorného pole (čárkované paprsky v obr. 32a). 
Rozptylující vrstvu si opět představme jako soubor difrakčních mřížek. Zvolme jednu z nich 
a předpokládejme, že paprsky šířící se za mřížkou jsou prvním difrakčním řádem této mřížky. Směr 
nultého řádu je dán hodnotou prostorové frekvence zvolené mřížky a odpovídá paprskům nakresleným 
plnou čarou v prostoru mezi předmětem a mřížkou v obrázku 32a. Směr prostředního paprsku opět 
odpovídá směru osvětlovacích paprsků vycházejících tentokráte z obecného bodu Z plošného zdroje 
a dopadajících na vzorek. Dva krajní paprsky vznikají rozptylem osvětlovacího paprsku v předmětové 
rovině (na vzorku). 
Z obrázku 32a je patrné, že zorné pole (svislá silná černá úsečka) na vzorku je posunuto směrem 
vzhůru. Do výstupní roviny se tedy zobrazí jiná část vzorku, než která by se zobrazila v případě bez 
rozptylující vrstvy (silná čárkovaná úsečka vymezená čárkovanými paprsky). Velikost posunutí pole je 
závislá na prostorové frekvenci zvolené mřížky a na její vzdálenosti od předmětové roviny. 
Za obrazovou ohniskovou rovinou objektivu se šíří (v tomto případě) tři kulové vlny, které jsou 
vzájemně koherentní, interferují a vzniká předmětová vlna, šířící se ve směru tučné černé čerchované 
úsečky, tedy v optické ose objektivu z obrazového ohniska do středu Q zorného pole, stejně jako 
v obr. 31a. 
V referenční větvi není ani vzorek, ani rozptylující vrstva, takže bod Z zdroje se zobrazí jako 
jediný bod Z’ do obrazové ohniskové roviny objektivu a z něj vycházející kulová vlna se šíří do 
obrazové roviny objektivu. Tučná černá čerchovaná úsečka směřuje z bodu Z’ opět do bodu Q, nyní 
ovšem pod nenulovým úhlem vzhledem k optické ose. 
Optická osa předmětové větve i optická osa referenční větve svírají s osou interferometru úhel J0. 
Aby ve výstupní rovině (OP) interferometru vznikaly proužky s frekvencí fOP, musí být obě tučné 
černé čerchované úsečky odkloněny od jim příslušné optické osy předmětové, resp. referenční větve 
o stejný úhel (tj. i ve stejném směru). To nastane pouze v případě balistického světla, tedy takového, 
které se rozptýlí pouze jedenkrát, a to v předmětové rovině, tedy na vzorku. 
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Obrázek 32. Zobrazení vzorku překrytého rozptylující vrstvou. Rozptylující vrstvu si můžeme 
představit jako difrakční mřížku. Na obr. a–d je zobrazení různými body plošného zdroje, vždy 
však pro tutéž zvolenou difrakční mřížku (rozptylující vrstvu) a tentýž difrakční řád. 
Na obr. e–h jsou čtyři analogické případy pro opačný difrakční řád. 
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Na obrázku 32a však máme případ zobrazení nebalistickým světlem a zmíněné tučné černé čerchované 
úsečky jsou od optických os odkloněny různě. První o nulový úhel, druhá o úhel γ. Ve výstupní rovině 
vzniknou proužky s frekvencí fOP + fγ. Abychom našli odpověď na otázku proč se tyto proužky 
neobjeví ve výstupní rovině interferometru a proč je tedy při zobrazení holografickým mikroskopem 
potlačen vliv nebalistického světla, porovnáme zobrazení od čtyř různých bodů plošného zdroje 
(obr. 32a–d). 
Ve všech čtyřech případech je za rozptylující vrstvou nakreslen první difrakční řád mřížky, která 
však má pokaždé jinou prostorovou frekvenci takovou, aby úhel mezi tučnými černými čerchovanými 
úsečkami v předmětové a v referenční větvi byl vždy roven úhlu γ (v interferometru tedy 2J0 + γ) 
a aby vznikající interferenční proužky měly konstantní frekvenci fOP + fγ. Zbývá vyšetřit, jaký je 
v tomto případě vzájemný fázový posuv interferenčních proužků od různých bodů zdroje (S). 
Čárkovanými čarami jsou vyznačeny paprsky, kterými by procházelo světlo nebýt rozptylující 
vrstvy (mřížky), aby vstupovalo do objektivu tak, jak naznačují paprsky kreslené plnou čarou za 
rozptylující vrstvou. Aby objektiv zobrazoval, musí optická dráha z předmětového bodu do jemu 
odpovídajícího obrazového bodu být shodná pro všechny paprsky těmito body procházejícími. 
Sledujme například horní z krajních bodů neposunutého zorného pole (v předmětové rovině). Rozdíl 
optických drah mezi předmětovým paprskem vycházejícím z tohoto bodu (čárkovaná čára) 
a nerozptýleným mřížkou a mezi referenčním paprskem je nulový ve všech případech na obrázcích 
32a–d, zatímco mezi předmětovým rozptýleným (plná čára a posunuté zorné pole) a referenčním je 
obecně nenulový. Z obrázků 32a–d je patrné, že rozdíl v optických drahách nastává v oblasti mezi 
vzorkem a rozptylující vrstvou. V obrázku 32a je předmětový paprsek zpožděný oproti referenčnímu, 
v obrázku 32b jsou optické dráhy shodné, v obrázku 32c předmětový paprsek předbíhá referenční 
a v obrázku 32d podobně jako v c), ale výrazněji. 
Jelikož je plošný zdroj prostorově nekoherentní, skládají se struktury proužků od různých bodů 
zdroje v intenzitě. V případě násobného rozptylu mimo předmětovou rovinu však má každá struktura 
s toutéž prostorovou frekvencí jiný fázový posuv a proužky se budou vzájemně překrývat, takže se 
jejich výsledný kontrast bude blížit nule tím více, čím více bude mřížka (rozptylující vrstva) 
rozptylovat a čím dále bude od předmětové roviny. 
V obrázcích 32e–h jsou pro doplnění zakresleny čtyři analogické případy, kdy paprsky šířící se za 
mřížkou jsou mínus prvním difrakčním řádem a tučné černé čerchované úsečky svírají záporný úhel γ. 
Ve výstupní rovině vzniknou proužky s frekvencí fOP – fγ a je zobrazena jiná část vzorku. 
Z výše uvedeného je patrné, že pouze světlo rozptýlené jedenkrát, a to v předmětové rovině 
(balistické světlo), vytváří proužky téže frekvence a téhož fázového posuvu, a proto se jako jediné 
podílí na zobrazení v holografickém mikroskopu, což demonstruje obrázek 27.  
7.3.4 Zobrazení světlem násobně rozptýleným mimo předmětovou rovinu 
Při experimentech se vzorky překrytými rozptylující vrstvou bylo zjištěno, že lze rekonstruovat také 
zobrazení zformované pouze světlem násobně rozptýleným mimo předmětovou rovinu.  
Jak bylo uvedeno v odst. 7.3.1, způsobí rozptylující vrstva mnohonásobné, různě příčně posunuté 
zobrazení předmětu. V předchozím odstavci jsme uvedli, že obraz referenční větve působí jako filtr, 
který vytvoří viditelnou interferenční strukturu pouze s jediným z rozptýlených zobrazení. 
Experimentálně bylo prokázáno, že příčným posouváním obrazu referenční větve lze vybrat 
libovolný z rozptýlených obrazů předmětové větve a výsledný hologram rekonstruovat. Stejného 
efektu se dosáhne příčným posouváním obrazu předmětové větve vůči větvi referenční. 
Posunutí obrazu referenční, resp. předmětové větve ve výstupní rovině lze dosáhnout např. 
naklápěním zrcadla (M7), resp. (M6) umístěného za objektivem referenční, resp. předmětové větve 
(viz obr. 20). Posouváme-li obrazem referenční větve, posouvá se ve stejném směru i výsledné 
zobrazení předmětu v zorném poli. Prakticky je tedy vhodnější vybírat rozptýlené obrazy posouváním 
předmětové větve, tedy naklápěním zrcadla (M6), protože v tomto případě se výsledný obraz v zorném 
poli nebude příčně posouvat, jelikož referenční větev zůstává nehybná.  
Na obrázku 33 je takový případ uveden. Jedná se o zobrazení krycího skla Cellocate (viz také 
obr. 27) překrytého oboustranně zmatněným krycím sklem (experimentální uspořádání viz kap. 6). 
Na obrázku 33 je šest skupin a)–f), v každé skupině je devět snímků. V prvním sloupci ve skupině je 
běžné zobrazení ve světlém poli, ve druhém, resp. třetím sloupci každé skupiny je holografické 
zobrazení (intenzita, resp. fáze). Jednotlivé řádky ve skupině se liší šířkou spektrálního pásma 
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Obrázek 33. Zobrazení světlem násobně rozptýleným mimo předmětovou rovinu. V každé 
ze šesti skupin a)–f) je zobrazení předmětu překrytého matnicí (pro parametry viz obr. 27), a to 
klasické zobrazení ve světlém poli a holografické zobrazení (intenzita a fáze) při třech různých 
spektrálních šířkách osvětlení: v bílém světe, s přidaným interferenčním filtrem 650 nm 
s pološířkou 70 nm a s filtrem 650 nm s pološířkou 10 nm. Jednotlivé skupiny a)–f) se liší 
posunutím obrazu předmětové větve oproti obrazu referenční větve o hodnoty uvedené 
v levém horním snímku každé skupiny. Posunutí je měřeno ve výstupní rovině interferometru, 
tedy v obrazové rovině objektivu 20×/0,4. Každý snímek světlého pole a CCHM intenzity byl 
zvlášť upraven na maximální kontrast. 
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osvětlení. V prvním řádku je zobrazení bílým světlem, ve druhém řádku byl přidán filtr se střední 
vlnovou délkou 650 nm a pološířkou 70 nm a ve třetím řádku byl použit filtr 650 nm s pološířkou 
10 nm. 
Zrcadlem (M6) byla naklápěna předmětová větev tak, aby se obraz předmětové větve posouval ve 
směru kolmém na interferenční proužky. Toho se dosáhne otáčením šroubu (S10), viz obr. 21. 
Ve skupině a) na obrázku 33 bylo zrcadlo (M6) nastaveno přibližně do nulové polohy, tedy tak, aby 
byl vzorek zobrazen balistickým světlem. Skupiny b)–f) byly získány otočením šroubu (S10) doleva 
vzhledem k a) o b) 3°, c) 9°, d) 16°, e) 25° a f) 35°. Úhly natočení šroubu (S10) byly odečteny 
z fotografií značek vytvořených na hlavě šroubu. Šroub (S10) má stoupání 0,2 mm/ot., rameno zrcátka 
(M6) má délku 21 mm. Zrcátko (M6) je od výstupní roviny vzdáleno o 112 mm a vypočtené posunutí 
obrazu ve výstupní rovině v případě skupin b)–f) vzhledem k a) tedy je: b) 10 mm, c) 26 mm, d) 47 mm, 
e) 73 mm, f) 104 mm. Tomu odpovídá 20-krát menší posunutí obrazu v předmětové rovině objektivu 
20×/0,4: b) 0,5 mm, c) 1,3 mm, d) 2,4 mm, e) 3,7 mm, f) 5,2 mm. Posunutí je patrné také ze zobrazení ve 
světlém poli (zobrazení pouze předmětovou větví), viz pravý dolní roh snímků. 
Popsaný jev lze vysvětlit za pomoci obrázku 34a. Uspořádání je podobné obrázku 32a – za 
předmětovou rovinou objektivu je vložena rozptylující vrstva a předmět je osvětlen rovinnou vlnou 
pocházející z bodu Z plošného zdroje.  
Předpokládejme, že kužel paprsků rozptýlených vzorkem pod úhlem větším než je aperturní úhel 
(paprsky kreslené plnou čarou mezi předmětovou rovinou a rozptylující vrstvou) je rozptylující 
vrstvou odkloněn do směru balistických paprsků kreslených čárkovanou čarou v prostoru mezi 
předmětovou rovinou a rozptylující vrstvou. Tyto paprsky vycházejí z oblasti vzorku vyznačené 
tučnou čárkovanou čarou. V obrazovém prostoru objektivu (za obrazovou ohniskovou rovinou) jim 
odpovídají čárkované paprsky a v obrazové rovině oblast vyznačená tučnou čárkovanou čarou. Směr 
předmětové vlny vstupující do obrazové roviny objektivu udává tenká čerchovaná úsečka vycházející 
z bodu Z obrazové ohniskové roviny objektivu. Do téže části zorného pole (vyznačené tučnou 
čárkovanou čarou) se tedy účinkem rozptylující vrstvy zobrazí také oblast vzorku vyznačená 
v předmětové rovině objektivu plnou tučnou čarou. Nahradíme-li zrcadlo (M6) deflektorem, který pro 
zjednodušení umístíme do obrazové ohniskové roviny objektivu předmětové větve, můžeme jím 
odklonit svazky vstupující do obrazové roviny objektivu tak, jak naznačují paprsky kreslené plnou 
čarou (mezi obrazovou ohniskovou rovinou a obrazovou rovinou objektivu předmětové větve). Směr 
předmětové vlny vstupující do obrazové roviny objektivu pak udává silná čerchovaná úsečka 
vycházející z bodu Z obrazové ohniskové roviny do bodu Q obrazové roviny objektivu. Úsečka ZQ je 
rovnoběžná s úsečkou Z’Q referenční větve. Paprsky referenční větve jsou pro srovnání zakresleny 
v předmětové větvi červenou čarou.  
Náklonem předmětové vlny vstupující do obrazové roviny dojde k částečné kompenzaci fázového 
posuvu vzniklého v předmětovém prostoru mezi předmětovou rovinou a rozptylující vrstvou. 
V obrázku 34a bude kužel paprsků kreslený plnou čarou (v prostoru mezi předmětovou rovinou 
a rozptylující vrstvou) fázově zpožděn oproti kuželu čárkovanému. Porovnáním velikostí tenké a silné 
čerchované úsečky v obrazovém prostoru objektivu zjistíme, že se toto fázové zpoždění částečně 
kompenzuje posunutím obrazu do středu zorného pole (náklonem zobrazovacího svazku).  
V určitém rozmezí náklonu zrcadla (M6) budou ve výstupní rovině interferometru vznikat od 
různých bodů plošného zdroje interferenční struktury s toutéž nosnou prostorovou frekvencí a téměř 
s tímtéž fázovým posuvem, který se bude tím více různit, čím větší bude náklon zrcadla (M6).   
 V obrázku 34b je zakreslena situace při naklápění zrcadlem (M7) referenční větve. Zrcadlo (M7) 
je nahrazeno deflektorem umístěným v obrazové ohniskové rovině objektivu referenční větve. V tomto 
případě se v předmětové větvi zobrazuje oblast vzorku příčně posunutá vyznačená plnou tučnou čarou 
v předmětové rovině. 
Stejným způsobem probíhal experiment s natáčením zrcadla (M6) ve druhém směru – pomocí 
šroubu (S12). V tom případě se obraz předmětové větve posouvá ve směru rovnoběžném 
s interferenčními proužky. Princip zobrazení je shodný s předešlým případem, a proto jej zde 
nebudeme popisovat. 
  
 
7.3 DŮSLEDKY NÍZKÉ KOHERENCE OSVĚTLENÍ – OPTICKÉ ŘEZY A JIM PŘÍBUZNÉ JEVY 
 61 
předmětová ohnisková
rovina kondenzoru
zorné 
pole
a)
Z
Z'
Z
kondenzor předmětová rovina
objektivu
obrazová rovina
objektivu
objektiv
b)
Z
Q
Z'
Q
Z'
předmětová
větev
rozptylující
vrstva
referenční
větev
Q
Q
obrazová ohnisková
rovina objektivu
Z
Z'
 
Obrázek 34. Princip zobrazení světlem násobně rozptýleným mimo předmětovou rovinu při 
a) natáčení předmětové větve pomocí deflektoru umístěného v obrazové ohniskové rovině 
objektivu předmětové větve a b) při natáčení referenční větve pomocí deflektoru umístěného 
v obrazové ohniskové rovině objektivu referenční větve. 
 
7.4 Důsledky nízké koherence osvětlení – poměr signálu k šumu 
Techniky využívající koherenční brány umožňují lépe detekovat slabý balistický signál 
z rozptylujícího prostředí, než konfokální techniky, díky optickému zesílení signálu nad úroveň 
vlastního šumu detektoru [63]. Platí to tedy také pro tento holografický mikroskop. 
7.5 Pozoruhodné vlastnosti nekoherentní mimoosové holografie 
Z výše uvedeného vyplývá, že je pro konstrukci interferenčních mikroskopů vhodné využívat 
achromatických interferometrů. Ty umožňují docílit optických řezů pomocí koherenční brány také 
v případě mimoosové holografie, která má oproti ostatním interferenčním technikám výhodu 
rekonstrukce předmětové vlny v celém poli z jediného záznamu (hologramu) a navíc, jak vyplývá 
z obecné analýzy uvedené v článku „Optical sectioning by holographic coherence imaging“ [6], má 
zcela unikátní vlastnosti v případě zobrazení procházejícím světlem. Zmíněná analýza vede k těmto 
závěrům: 
V případě zobrazení v odraženém světle: 
· Nízká časová koherence sama o sobě umožňuje vznik optických řezů v důsledku omezené 
koherenční délky a výrazně zesiluje konfokální efekt dosažený jak duálním rastrováním 
v konfokálním systému tak ekvivalentně nízkou prostorovou koherencí v holografickém 
systému [35,14].  
V případě procházejícího světla je třeba rozlišit dva případy: běžné transmisní systémy (konfokální 
mikroskop s duálním rastrováním, nebo nekoherentní holografické systémy s běžným nemřížkovým 
interferometrem (např. in-line): 
· Prostorová nekoherence je hlavní příčinou vzniku optických řezů, zatímco příspěvek nízké 
časové koherence je druhořadý. 
a nekoherentní obrazovou holografii s mřížkovým achromatickým interferometrem (off-axis): 
· Difrakční mřížka převádí efekt časové nekoherence na efekt prostorové nekoherence. 
Širokopásmový bodový zdroj je vlivem disperze světla na difrakční mřížce stranově protažen 
ve směru kolmém na vrypy difrakční mřížky, takže se jeví jako plošný prostorově nekoherentní 
zdroj. Širokopásmový zdroj pak vyvolává obdobný efekt optických řezů, jako plošný 
prostorově nekoherentní monochromatický zdroj.  
· V případě širokopásmového plošného prostorově nekoherentního zdroje se efekty řezů 
odpovídající nízké časové a nízké prostorové koherenci nejen sčítají, ale vzájemně zesilují. 
Optické řezy jsou tedy jemnější než by odpovídalo pouhému součtu obou efektů tak, jak je 
tomu u nemřížkových achromatických interferometrů. Toto platí samozřejmě také pro 
mřížkové systémy zobrazující v odraženém světle. 
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Uvedená analýza objasňuje klíčový význam a zásadní výhodu optické sestavy s mřížkovým 
achromatickým interferometrem pro konstrukci holografických mikroskopů v mimoosovém 
uspořádání. Prostorové a spektrální rozšíření zdroje je v sestavě interferometru omezeno pouze 
velikostí apertur optických členů a disperzí difrakční mřížky. Koherenci osvětlení lze tudíž přizpůsobit 
charakteru vzorku a požadovaným vlastnostem zobrazení. Vyšší stupeň koherence osvětlení poskytuje 
možnost numerického přeostřování v osově rozsáhlejší oblasti, zatímco nižší stupeň koherence tuto 
oblast zužuje a současně zjemňuje optický řez. Protože se efekty řezů odpovídající nízké časové 
a prostorové koherenci v achromatickém mřížkovém interferometru nejen sčítají, ale vzájemně zesilují 
[20], lze očekávat dosažení extrémně jemných optických řezů. 
Příčná rozlišovací schopnost takového mikroskopu, tedy také CCHM, odpovídá nekoherentnímu 
zobrazovacímu procesu, viz odstavec 2.7 a také [14] a je tedy dvojnásobná v porovnání se zobrazením 
v koherentním osvětlení bodového zdroje, kterého se využívá v současných digitálních holografických 
mikroskopech (DHM) s mimoosovým nemřížkovým interferometrem. 
Komplexní amplituda zobrazení holografickým mikroskopem je však koherentní, podobně jako 
v běžném konfokálním mikroskopu [14], jelikož se v rekonstruovaném obraze sčítají příspěvky od 
jednotlivých bodů plošného zdroje nikoliv v intenzitě, jak je tomu u klasických mikroskopů, ale 
v amplitudě (viz odst. 2.3). 
7.6 Aplikace 
Transmisní holografické mikroskopy jsou využívány většinou pro biologická pozorování, zejména 
živé buňky, jelikož umožňují kvantitativní fázové zobrazení, které lze přepočítat na plošnou hustotu 
suché buněčné hmoty. Jedná se o neinvazivní a netoxickou metodu vhodnou pro pozorování 
dynamických procesů v reálném čase, např. u živých buněk, viz metodu dynamických fázových 
diferencí vyvinutou v rámci [4]. 
Využití reflexních holografických mikroskopů je převážně v profilometrii povrchů [36,64], avšak 
ani biologické aplikace nejsou výjimkou [24]. 
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8 Závěr 
Byl navržen, zkonstruován a ověřen koherencí řízený transmisní holografický mikroskop (CCHM), 
který využívá interferometr Machova-Zehnderova typu s difrakčním děličem svazku. Tento 
interferometr je achromatický a prostorově invariantní. Umožňuje tedy zobrazení v bílém světle 
plošného prostorově nekoherentního zdroje. V jeho výstupní rovině vzniká mimoosové holografické 
zobrazení pozorovaného předmětu, které je zaznamenáno digitální kamerou a připojeným počítačem je 
numericky rekonstruována komplexní amplituda předmětové vlny, tedy její intenzita a fáze. 
K rekonstrukci zobrazení stačí jediný snímek (hologram), což zaručuje vysokou odolnost systému vůči 
rychlým změnám podmínek pozorování, zejména turbulencím okolního prostředí. Frekvence 
snímkování není omezena žádnou částí optické soustavy. Je omezena pouze rychlostí záznamového 
zařízení (kamera a počítač) a zobrazení tedy probíhá skutečně v reálném čase, což dává předpoklad 
pro možnost pozorování velmi rychlých dějů. 
V disertační práci bylo popsáno optické uspořádání koherencí řízeného holografického 
mikroskopu, byly uvedeny podmínky, jejichž splněním se dosáhne achromatičnosti interferometru, 
byla provedena analýza spektra prostorových frekvencí hologramu ve výstupní rovině interferometru 
a na jejím základě byla stanovena hustota vrypů difrakčního děliče svazku. Byla také určena účinná 
spektrální propustnost mikroskopu. V závěru kapitoly 2 byly odvozeny podmínky pro zvětšení 
a numerickou aperturu výstupního objektivu, byla určena velikost zorného pole a ta byla porovnána 
s běžným světelným mikroskopem.  
Součástí práce bylo taktéž vypracování výrobní výkresové dokumentace mikroskopu. Výkresová 
dokumentace je přiložena.  
Podrobně byl popsán způsob nastavení všech optických prvků mikroskopu, a to jak v průběhu 
montáže, tak při běžném provozu při výměně objektivů.  
Na zobrazení modelových vzorků jsou demonstrovány a diskutovány vlastnosti holografického 
zobrazení. Fázová složka zobrazení představuje kvantitativní záznam rozdílu optických drah mezi 
předmětovou a referenční větví, tedy změnu optické dráhy způsobenou vloženým předmětem, 
tzv. kvantitativní fázový kontrast.  
V důsledku nízké koherence osvětlení je mikroskop schopen provádět optické řezy pozorovaným 
předmětem, což platí pro obrazovou intenzitu i fázi (experimentálně ověřeno). Vznik optických řezů je 
primárně důsledkem nízké prostorové koherence osvětlení. Současné snížení časové koherence 
výrazně ztenčí optický řez při zobrazení v odraženém světle. Samotná časová nekoherence umožňuje 
vznik optických řezů při zobrazení v odraženém světle a v procházejícím světle tento efekt vzniká 
pouze u mřížkových achromatických interferometrů [6], tedy také v případě CCHM.  
Optické řezy (v obrazové intenzitě) jsou ekvivalentní zobrazení rastrovacím konfokálním 
mikroskopem. Lze tedy zobrazovat trojrozměrné předměty překryté rozptylující vrstvou nebo vnořené 
v rozptylujícím prostředí. Jak je patrné z experimentu uvedeného v kapitole 6, světlo nízké koherence 
násobně rozptýlené mimo předmětovou rovinu významně neovlivňuje výsledné zobrazení. 
Znalost komplexní amplitudy předmětové vlny v některé rovině (obvykle v předmětové) umožňuje 
vypočítat zobrazení také v jiných rovinách v rámci koherenčního objemu a tím mikroskop ex post 
numericky přeostřovat a do jisté míry rekonstruovat prostorové rozložení snímaného trojrozměrného 
objektu. 
Stupeň koherence osvětlení lze u CCHM přizpůsobit charakteru vzorku a požadovaným 
vlastnostem zobrazení. Vyšší stupeň koherence osvětlení poskytuje možnost numerického 
přeostřování v osově rozsáhlejší oblasti. Omezení koherence tuto oblast zužuje a současně zjemňuje 
optický řez [14,35] a umožňuje zobrazení pouze balistickým světlem. Kombinací jak nízké časové, tak 
nízké prostorové koherence je významně potlačen koherenční šum vznikající na rozptylových centrech 
mimo předmětovou rovinu  (viz např. [31]). 
Pozoruhodnou vlastností CCHM je, že umožňuje kromě separace balistického světla separovat také 
světlo difúzní (viz. odst.7.3.4). 
Paralelní holografický záznam obrazu v mnoha barvách v jediném okamžiku umožňuje v některých 
případech překonat destruktivní interferenci světla ve vzorku na některé vlnové délce a zachovat tím 
fázovou informaci z tohoto pozorovaného místa. 
Mikroskop je z výše uvedených důvodů vhodný např. pro in vitro automatizované pozorování 
živých buněk, případně vnořených v suspenzi, a jejich reakcí na vnější podněty, což bylo také 
provedeno a důkladně prověřeno Ing. Hanou Uhlířovou, Ph.D. v rámci její disertační práce [4].  
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Seznam použitých zkratek a symbolů 
 
 
Symbol Význam         Jednotky 
 
CCHM koherencí řízený holografický mikroskop 
DHM digitální holografický mikroskop 
MHM multimodální holografický mikroskop 
THM transmisní holografický mikroskop 
 
 
d průměr výstupní pupily mikroskopového objektivu    mm 
fG prostorová frekvence difrakční mřížky (děliče svazku)   mm-1 
fOP nosná prostorová frekvence hologramu ve výstupní rovině interferometru mm-1 
m zvětšení mikroskopového objektivu 
n difrakční řád 
n index lomu 
NA numerická apertura mikroskopového objektivu 
λ vlnová délka světla        nm 
λ0 střední vlnová délka pro kterou je mikroskop navržen    nm 
J difrakční úhel        ° 
J0 odchylka předmětové a referenční větve od osy interferometru   ° 
 
 
C mikroskopový objektiv sloužící jako kondenzor 
D detektor (digitální kamera) 
F neutrální nebo interferenční filtr 
G difrakční mřížka – dělič osvětlovacího svazku 
L kolektorová čočka 
M zrcadlo 
O mikroskopový objektiv 
OL výstupní objektiv 
OP výstupní rovina interferometru 
S plošný zdroj světla 
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Seznam příloh 
 
 
 
Příloha 1: výrobní výkresová dokumentace holografického mikroskopu 
 
Příloha 2: CD: elektronická verze disertační práce, výkresová dokumentace CCHM 
